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緒言 
 
医薬品開発過程において、新規医薬品候補化合物の心毒性安全性評価、特に催不整脈リ
スク評価は極めて重要である。医薬品開発過程における催不整脈リスク評価に関しては、
日米 EU 医薬品規制調和国際会議（International Conference on Harmonisation of Technical 
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use; ICH) の S7B（ヒト用医薬品の
心室再分極遅延（QT 間隔延長）の潜在的可能性に関する非臨床的評価）及び E14（非抗不
整脈薬における QT/QTc 間隔の延長と催不整脈作用の潜在的可能性に関する臨床的評価）
といったガイドラインに沿って実施されることが求められており、主に心電図上の QT 間
隔の延長作用に対する安全性評価は必須のものとなっている。しかしながら、現在の安全
性評価においては薬物による QT 延長作用そのものが危険視されているが、本当に回避し
なければならないのは TdP (Torsades de Pointes)と呼ばれる致死性の不整脈の発生である。
本来であれば、薬物の TdP 発生そのものを指標として安全性評価を行うことがもっとも望
ましいが、現状、TdP 発生そのものを指標とした安全性評価の実施はきわめて困難である。
何故なら、非臨床試験においては、その発生メカニズムの複雑さから有効な評価法は未だ
開発されていないためである。また臨床試験においては、厳しく制限された患者背景や数
百例程度の少ない症例数で実施せざる得ないため、稀にしか発生しない致死性不整脈を検
出することはほぼ不可能である。そのため、TdP 発生リスクと相関性の高い QT 延長という
バイオマーカーを指標として安全性評価が行われているのが現状である。実際、ICH 
S7B/E14 の施行後、新規医薬品のヒトでの TdP リスクは大幅に低減することに成功してお
り、一定の成果が得られている(Salvi et al., 2010)。しかしながら、hERG 試験や QT 試験と
いった従来の評価法は、本当に危険なリスクである致死性不整脈発生を直接評価している
わけではないため擬陽性となり易い。安全性評価という観点からは、多少の QT 延長リス
クによる致死性不整脈リスクの擬陽性は、患者の安全性を確保する上では許容される。し
かしながら、創薬研究という観点からは安全性の問題はその医薬品候補化合物の開発を断
念することにもつながるため、擬陽性となることで本当は非常に有望な医薬品候補化合物
の開発の芽を摘み取ってしまい創薬の成功率の低下、延いては治療薬を必要としている患
者の不利益に繋がっているのではないかという懸念がある。また、致死性不整脈は実際の
臨床現場において発生することは非常に稀であり、QT 延長を起こすことが必ずしも致死性
不整脈発生とならないことは、様々な研究から報告されている。そのため、hERG 試験や
QT 試験では本当に危険なリスクである TdP リスク評価という点においては適切な評価方
法であるのか、また ICH E14 ガイドラインに規定されている Thorough QT/QTc 試験が必須
になっているため非常にコストがかかる、という懸念が世界中で挙がっている。実際、ア
メリカ食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）は 2013 年 7 月に、現行の S7B/E14
の改訂/廃止を提言(Chi, 2013)している。その提言において FDA は、CiPA (Comprihensive 
induced Proarrythmia assay)という統合的心毒性リスク評価方法を提案している(Sager et al., 
2014)。その提案の中には、マルチイオンチャネルアッセイ、ES/iPS 細胞を用いたアッセイ
と並び、心筋細胞モデルを用いた in silico 評価法が提案されており、心筋細胞モデルを用い
たシミュレーションの注目が高まっている。 
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このような背景から、より正確で安全性の高い新薬開発のためには、TdP などの不整脈
発生メカニズムをより深く理解し、より正確性の高い評価系の構築、あるいは QT 延長リ
スク評価結果の異なる解析が必要である。特に不整脈のメカニズムを考える上で、EAD 
(Early AfterDepolarization)及び DAD (Delayed AfterDepolarization)と呼ばれる現象は、心筋細
胞での不整脈メカニズムを考える上で非常に重要な現象である。EAD や DAD の発生メカ
ニズムは、いまだ完全に解明されていないが、主に膜電位に基づくメカニズムと細胞内カ
ルシウム動態の異常に基づく機序として、大きく２つのメカニズムがあると言われている。
しかしながら、不整脈の発生は様々な要因が複雑に絡み合っており、定性的に考えるだけ
ではその全貌を明らかにすることは難しい。その解決策の１つとして、コンピュータを使
ったバイオシミュレーション研究が大きな助けとなると考えた。心筋細胞数理モデルとは、
心筋に備わっているイオンチャネルや収縮機能などの機能要素を、数式として表現し、心
筋の振る舞いをコンピュータ上に再現したモデルである。現在までに様々なヒト心筋細胞
モデルが開発されてきている。しかしながら、これらモデルはまだまだ発展途上である。 
そこで私は①ヒトでの不整脈メカニズム解明に向けて、新たなヒト心筋細胞数理モデル
の開発と、②不整脈メカニズムの定量的な解明を目的とした数理モデルを用いた数学的解
析を行った。 
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第１章 新規ヒト心室筋細胞数理モデルの開発 
 
背景 
不整脈あるいは不整脈によって引き起こされる心臓のポンプ機能の破綻を回避するための、
新薬を開発することはきわめて重要である。しかしながら、不整脈の詳細なメカニズムそ
のものが十分に解明されていないため、統計学上の知見や治療経験に基づいた戦略がこれ
まで用いられてきた。一方、コンピュータを用いた心筋細胞モデルを用いて理論的に不整
脈メカニズムの解明を行う取り組みが、これまでに世界中で推進されてきていて、動物モ
デルについては多くの文献がある。しかし、ヒトのモデルについては、いまだ創薬研究に
応用できるものが殆どない。その理由として、第 1 にヒトの心臓を用いた実験や臨床試験
の実施は極めて困難であること。第 2 に動物心臓を用いた実験では、ヒトの心臓とは異な
る部分（心臓の大きさ、心拍数、活動電位波形、活動電位持続時間および不整脈に対する
強靱性あるいは脆弱性など）など種差がある。第 3 に心室性不整脈は心筋組織の 3 次元構
造に起因するものが症例の多くを占めている。心筋活動を最終的に 3 次元構造モデルで開
発するためには、その基本として、まず、一つの細胞機能を科学的根拠に基づいて、精密
に構築する必要がある。 
心筋単離細胞において観察される活動電位波形には、2 つのタイプの不整脈を誘導するメ
カニズムが知られている。一つは、早期後脱分極(Early AfterDepolarization, EAD)であり、も
うひとつは後期後脱分極(Delayed AfterDepolarization, DAD)である。この 2 つのタイプの活
動電位波形異常は、主にカルシウム-ナトリウム交換機構（Na+/Ca2+ exchange, INCX）を介し
た膜興奮性の変化に伴うカルシウム誘発カルシウム遊離（CICR）メカニズムに起因する。
そのため CICR の生物物理学なメカニズムを研究することは、正常あるいは不整脈などの
異常な心筋の電気的活動を解析するのに不可欠である。ところが、これまでの心室筋細胞
モデルは、この CICR のメカニズムについての真に生物物理学的研究成果に基づくもので
はなく、現象論的なレベルにとどまっていて、病状の診断、あるいは治療、などに応用す
るには、不十分であった。 
この問題点を大幅に改善するものとして、近年、Hinch らにより定義されたカルシウム遊
離ユニット（CaRU）を用いたローカルコントロール理論に我々は注目した。Hinch らのロ
ーカルコントロール理論は、低い計算機コストにより CICR の複雑なメカニズムを分子レ
ベルのメカニズムをコンピュータ上に再現する、非常に優れたアルゴリズムである。本研
究では、Hinch らの CaRU モデルを用いて、心室筋細胞の数学モデルを構築し、不整脈メカ
ニズム解析研究を行った。 
 
方法 
細胞内Caコンパートメント 
 ヒト心筋細胞モデルの基本的な構造には、Grandi らの開発したモデル（GPB モデル）を
採用し(Grandi et al., 2010)、これに改良を加えた。すなわち、細胞質を 3 つの Ca2+分画空間
（jnc, iz, blk）に分割した。jnc 空間は T 管近傍の空間であり、L 型カルシウムチャネル(LCC)
とライアノジンチャネル(RyR)が緊密にカップリングしている空間である。blk 空間は細胞
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質の大部分（65%）を占める空間であり、GPB モデルとほぼ同じ大きさと仮定した。改良
点として、カルシウム放出サイトからの急峻なカルシウム濃度の拡散を表現するために、
jnc 空間と blk 空間の間に iz 空間を仮定した。jnc 空間は CaRU を通るカルシウムが蓄積す
る空間であり、細胞質の 1.1%を占める空間とした。これは、GPB モデルの約 11 倍の空間
を占めると仮定した。iz 空間は jnc 空間と blk 空間の中間に位置し、細胞質の 3.5%を占め
る空間である。イオンチャネルやトランスポーターは 3 つの Ca2+分画空間の心筋細胞膜上
に配置した。大部分の LCC は jnc 空間に、jnc 空間以外の LCC と INCXの一部を iz 空間に、
残りのイオンチャネルは blk 空間に配置した。筋小胞体（sarcoplasmic reticulum, SR）は細胞
質全体の 3.5%を占め、さらにカルシウムを取り込む空間（SRup）と放出する空間（SRrel）
の２つの空間に分けた。2 つの空間の割合は 60%と 40%と仮定した。筋小胞体の Ca2+ポン
プ(sarco/endoplasmic reticulum Ca2＋-ATPase, SERCA)は SRup 空間の膜上に局在し、blk 空間と
SRup 空間のカルシウム濃度の制御を行っている。 
 以上の、細胞質分画の決定は、Acsai らや Weber ら(Acsai et al., 2011; Weber et al., 2001; 
Weber et al., 2002)の実験研究成果を参照して、これらを正確に再現できるようパラメータの
最適化を行った。すなわち、Acsi らの研究結果では、カルシウム放出サイト近傍（jnc 空間
近傍の細胞膜直下の空間）を nrs 空間と定義し、その空間に基づく NCX 電流が測定されて
いる(Acsai et al., 2011)。nrs 空間ではカルシウム濃度に依存した NCX 電流が観察され、その
カルシウム濃度は 10-15 µM であると結論されている。我々のモデルでは、iz 空間のピーク
カルシウム電流が約 9 µM となるように、細胞全体の 3.5%ほどの jnc 空間近傍の細胞膜直下
の iz 空間を定義した。また、Weber らの実験結果より、NCX 電流により惹起されるカルシ
ウム濃度上昇から、10%の NCX チャネルが iz 空間に分布し、残りは blk 空間に分布してい
ると仮定した。Scriven と Moore ら(Scriven and Moore, 2013)は、LCC と NCX の局在に関す
る報告において、dyadic space 以外の T 管膜周辺に NCX チャネルが局在していると報告し
ている。それゆえ、我々のモデルにおいても LCC の 75%は jnc 空間に局在し、NCX チャネ
ルは jnc 空間には分布していないとした。これらのパラメータは、SR からのカルシウム放
出の有無によるカルシウムを介した LCC の不活性化実験の結果を満足するものであった。 
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図 1 心筋細胞モデル構造  
この図は半筋節による心室筋細胞の機能単位を表している。興奮収縮連関は細胞表面膜が細胞質にＴ管
(T-tubule)構造を形成して、細胞質に深く進入している場所で行われる。この T-tubule の細胞膜上に､細胞膜
興奮に伴って活性化して、細胞外から細胞内へ Ca2+ flux を発生する L 型 Ca チャネルと呼ばれる膜タンパ
ク(図中 LCC)が発現している。一方、細胞内で Ca2+イオンを蓄積している筋小胞体（sarcoplasmic reticulum, 
SR）はその一部が T-tublule に接していて、その部分の脂質膜状にはライアノジン受容体(Ryanodine Receptor 
channel , RyR)と呼ばれるある種のイオンチャネルが発現している。このチャネルは Ca2+によって活性化し、
SR に蓄積された Ca2+イオンを細胞質に向かって放出する。LCC と RyR タンパクは数ナノメートルの距離
で接していて、膜興奮に伴う LCC の活性化、それによる細胞外 Ca2+の流入が直接 RyR を活性化する。Hinch
のモデルではこの LCC と RyR の機能的な結合を両タンパクによって構成される機能ユニット（Ca2+誘発
Ca2+放出モデル Ca releasing unit, CaRU）として扱った。SR は SERCA と呼ばれる Ca2+ pump を主に発現し
ているネット上の筋小胞体 Ca2+取り込み部分(SR Ca uptake site)と CaRU を発現している SR Ca2+ releasing 
site に分割して、Ca2+の動きをモデル化している。Ca2+放出部位の近くでは Ca2+濃度が高いので、この部分
を jnc space (jnc)とし、更にその周りを intermediate zone (iz), その他の大部分を bulk space (blk)として、それ
ぞれの Ca2+濃度を計算する。筋収縮を担う筋線維は blk space に位置づけた。それぞれの分画の細胞膜には
いろいろなイオンチャネルを配置した。 
 
 カルシウム放出サイト付近は局所的にカルシウム濃度が高く、この局所的に高いカルシ
ウム濃度が引き金となり、SR からの自発的なカルシウム放出が誘発される。この局所的な
カルシウム濃度の蓄積を、本研究では CaRU 近傍と dyadic space との間に存在し、両者に緩
く相互作用する小さな領域（nd 空間）と定義した。収縮モデルには NL モデルを採用した。
SERCA は Tran らのモデル(Tran et al., 2009)を採用した。細胞膜イオン電流系については、
既存のヒト心筋細胞モデルを基に、最新の知見を導入したモデルを採用した。 
 
 Ca2+バッファーに関しては、GPB モデルに定義してあったものを簡略化した。すなわち、
ナトリウムとカリウムバッファーに関しては、心筋活動電位活動においてはその変化は極
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めて小さいことから本モデルでは計算しないこととした。また、収縮蛋白質であるトロポ
ニンとカルシウムの結合パラメータについては、収縮モデルである NL モデル(Negroni and 
Lascano, 2008)のパラメータに置換し調整した。GPB モデルから若干の調整を行った我々の
モデルの活動電位中のカルシウムトランジェントの時間依存的な反応は、良くヒト心筋細
胞において観察される結果を再現し、満足するものであった。 
 
カルシウム遊離ユニット（CaRU） 
 我々は、細胞内カルシウム放出モデルとして Hinch らのモデルを採用した。これまで、
RyR と LCC を 1 チャネルごとにその状態変化をスーパーコンピュータによって計算するよ
うな大規模で精緻なカルシウム放出モデルが報告されているが(Winslow et al., 1999; 
Winslow et al., 2000)、その計算コストは非常に高く、細胞モデル全体のシミュレーションに
は不向きであった。Hinch らのモデルは RyR と LCC による局所的なカルシウム制御機構を
常微分方程式を用いてデスクトップパソコンでの計算可能なようにした画期的なモデルで
ある。また、Hinch モデルは先述の精緻なモデルを概念的に捉えたフレームワーク構造をと
っており、将来的にチャネル 1 個ずつの計算方式に戻ることも可能であり、今後の発展性
を含め有用なモデルであると考えられた。 
オリジナルの Hinch モデルは RyR と LCC の異なる状態の組み合わせから 9 状態を仮定し
ている。それぞれ Open、Close、Inactivated の 3 状態遷移を仮定している。RyR と LCC の
カルシウム依存的な不活性化は、カルシウム結合部位が局在しているナノドメイン(nd)空間
のカルシウム濃度によって引き起こされると仮定した。nd 空間のカルシウム濃度はその空
間が非常に小さいため、瞬間的に定常状態にイオンが拡散し、モデル上では容量を持たな
い空間と定義した。実際 Dyadic space では共通の通路を通って LCC と RyR の両方から放出
されたカルシウムが拡散していく（オリジナル Hinch モデルでは blk 空間に、我々のモデル
では jnc 空間に拡散する）。我々の新規ヒト心筋細胞モデルでは、RyR の状態遷移速度パ
ラメータについて、Hinch モデルから付表のようにヒト心筋細胞の挙動を再現するように調
整した。またオリジナルの Hinch モデルの LCC モデルには、閉状態から直接カルシウム依
存的に不活性化過程に遷移することが仮定されていた。しかしながらこの仮定は、古典的
なカルシウム依存的な不活性化過程とは異なり、チャネルを通るカルシウムの一次的な役
割である。そこで我々は、我々のグループが開発した Takeuchi ら(Takeuchi et al., 2006)の 4
状態（膜電位依存的な 2 状態とカルシウム依存的な 2 状態を仮定）の LCC モデルを基に、
膜電位依存的なパラメータについてはヒト心筋の実験データを再現するようパラメータを
調整し、カルシウム依存的なパラメータについてはオリジナルの Hinch モデルのパラメー
タを採用した。これらの調整により、LCC モデルの活性化/不活性化はオリジナルの Hinch
に近い形で、ヒト心筋データを良く再現することができた。なお、Takeuchi らの LCC モデ
ルでは非常に遅い膜電位依存的な不活性化過程が含まれているが、本モデルでは不整脈メ
カニズムを研究する上でその影響は非常に小さいため、簡略化のため遅い膜電位依存的な
不活性化過程は無視した。 
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図 2 改良型 Hinch ら(2004)モデルの状態遷移図(A)と活動電位に伴う状態遷移(B) 
パネル A．CaRU モデルは 12 状態で表される。それぞれの状態は RyR の 3 状態（上部の四角内）と LCC
の 4 状態（右部分の資格で囲まれたもの）すべての組み合わせによって、それぞれの状態が表される点で、
極めてユニークな状態遷移図で表されている。各状態(y)の 3 個の添え字はそれぞれのチャネルの状態を表
し、左最初が LCC の膜電位依存性ゲートの開口状態(O)か平衡状態(C)で表される。同じく二番目が LCC の
Ca2+ゲート（機能的に不活性化ゲートとも呼ばれる）、そして三番目が RyR の開口状態(O), 平衡状態(C), 
それに不活性化状態(I)を示している。それぞれの状態遷移を決定する Ca2+濃度を各矢印の近くに示した。 
パネル B．活動電位発生に伴って誘発される異なる色で示した CaRU の各状態変化の時間経過を示してい
る。 
 
 
 DAD をシミュレートするために我々は 2 つの調整を行った。一つは RyR について、非常
に少ない確率であるが、常に活性化しているチャネルが存在すると仮定した。その常に活
性化している RyR の割合は、DAD を誘発する一般的な高頻度刺激プロトコールによる SR
内カルシウム濃度の減少から決定した。もう 1 つの調整は、SR のカルシウム放出部位のカ
ルシウム濃度上昇により、RyR を通って放出されるカルシウム放出量が増大するファクタ
ーを導入し、動物心筋細胞などの実験データから報告されているように閉状態から不活性
化状態への回復速度を調節するファクターとして導入した。 
 このように、我々のモデルでは、3 状態の RyR と 4 状態の LCC からなる 12 状態の CaRU
を、RyR と LCC のペアとなったゲーティングユニットとして開発した（図 2）。CaRU の
活動電位中の時間依存的な状態遷移をシミュレートした。脱分極過程においては、LCC が
非常に早く活性化され、その主要な状態遷移は、COC から OOC（LCC の活性化）を通っ
て OOO（RyR の活性化）であることが分かった。さらに OOO の存在時間は非常に短く、
直ぐに OCO（LCC のカルシウム依存的な不活性化）に大部分が遷移する。閉状態からの
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RyR の不活性（OOI）もまた nd 空間のカルシウム濃度上昇により非常に速く遷移する。結
果、活動電位のプラトー層では、OCI 状態が増加していることになる。活動電位の再分極
過程では、徐々に LCC が脱活性化するため OCI から CCI に遷移し、最終的には細胞内カ
ルシウムトランジェントの減少により CCC を通って COC 状態にゆっくりと遷移する。心
筋活動電位の拡張期の終わりには、約 70%の RyR が不活性化状態（COI）にあり、残り 30%
が何時でも活性化できる状態（COC）に安定する。 
  
 
イオンチャネルモデル 
 細胞膜上の個々のイオンチャネルについて、ヒト心室筋細胞から得られた実験データに
基づいて新規に開発した。それぞれのチャネルやトランスポーターの状態遷移速度や反応
様式については、豊富な実験データが存在する動物実験データから構築したモデルを用い
た。モデル式やそれ等の説明については、付表に記載した。また、本シミュレーションモ
デルのプログラムコードを巻末に添付した。 
 
 膜電流系の中でも、不整脈の発生にとって、ナトリウム電流(INa)は極めて重要な役割を担
っている。最近、この INa は通常の数ミリ秒で不活性化する成分(一過性成分、transient 
component, INaT)と、数百ミリ秒で不活性化する遅い不活性化成分(late component, INaL)の二つ
の成分からなっていることが注目されている。この中で、INaLはヒト心筋細胞において、そ
の不活性化機構に異常が起こることで EAD を誘発することが示唆されていて(Maltsev and 
Undrovinas, 2006)、ヒト心筋の不整脈メカニズムに重要な役割を果たしている可能性がある。
また、医薬品開発においても、INaLは近年重要視されてきている(Moreno et al., 2013)。そこ
で、ナトリウム電流の遅い成分（INaL）については、Undrovinas らの実験結果に基づいて、
新規にマルコフモデルを開発した。Maltsev and Undrovinas らの報告(Maltsev and Undrovinas, 
2006)によると、ヒト心筋ナトリウム電流は 79.8%がトランジェント型で、遅延型が 20%、
バースト型が 0.2%の割合で存在していることが報告されている。我々はマイナーなバース
ト型については簡略化のため無視し、全細胞のナトリウムチャネルを 2 つのモードトラン
ジェント型（INaT）（82.5%）、遅延性に散発的に活性化する Late scatterd 型（INaL）（17.5%）
を仮定した。INaTと INaLのカイネティクスは、速い不活性化遷移速度を除き、同じパラメー
タを採用した。脱分極刺激による早い不活性化過程は Maltsev と Undrovinas らの結果から、
INaTでは O から I2 への状態遷移と定義した。一方、INaLでは O から I2への不活性化遷移の
間に I1 という新たな不活性化過程が存在し、I1 と開状態 O とのは両方向に等速度で状態遷
移すると仮定した。この I1 状態があるため、INaLでは数百 msec という遅い時間帯において
も一部の I1 状態にあるチャネルが再開口するため小さなナトリウム電流が流れることにな
る。これに対して INaT では一度のみの活性化でほとんどすべてが活性化し、再活性化する
こはない。INaLの I1I2 や OI1 間の遷移速度パラメータは Maltsev と Undrovinas らの結果に近
い数値を採用した。ただし、我々のモデルでは OI1 間の状態遷移に軽度の電位依存性パラ
メータを付加した。 
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図 3 新しい INaモデルの状態遷移図(A)と単一チャネルの状態遷移シミュレーション(B) 
パネル A には INaモデルの状態遷移図を示した。C1と C2で構成される閉口状態、開口状態(O), 速い不活性
化状態として I1と I2の 2 状態、さらに、極めて遅い経過を取る不活性化状態 IS を想定した。パネル B には、
最上段に示した膜電位変化を一つのチャネルに与えた場合（膜電位固定実験）の、INaTと INaLの状態遷移の
時間経過を示した。 
 
Undrovinas グループの研究では、INaTと INaLは一つのチャネルが時間によってその機能を
変えて働いていることが示唆されている。そこで、比較的簡単なモデルとしてできるだけ
共通部分を有する二つの状態遷移モデルを開発した。すなわち、INaLでは、I1 と名付けた比
較的まれに現れる不活性化状態を仮定した。この I1 に関係する状態遷移を除いた部分は、
INaTと INaLで共通である。また、C1 と C2 は、これまで殆どの研究で閉口状態には複数存在
することが示唆されていることに基づくものである。Mitsuiye and Noma(2002)によると、こ
れら複数の閉口状態間の遷移は極めて速いので、C1 と C2 の間の遷移は瞬間的平衡を保って
いる。 
図 3 パネル B は開口状態における単一チャネル電流の大きさを相対的な 0 と 1 で表して
いる。パネル B-a にはそれぞれの時間における状態を表している。例えば、B-b に示す INaT
モードの場合、最初の一瞬チャネルは状態 O をとるが、続いて I1,I2 を経て、IS不活性化状
態に移り､脱分極中 ISにとどまっていて、再分極で閉口状態に復帰している。B-c は INaLモ
ードの一捜引記録を示している。この場合、脱分極中 5 回開口状態に遷移しているが、こ
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れらは連続した I1 状態からの遷移であることがわかる。I2 に移ると最終的に IS に落ち着く
ことになる。B-d には開口状態で流れる単一チャネルイベントを一万回の捜引で加算した結
果である（下向きが開口状態の加算）。脱分極パルス中、遅い不活性化が連続的に進行す
る様子が加算結果から読み取れるが、連続黒線は、理論的なマクロの時間経過であり、単
一チャネル電流の加算結果の時間経過と一致しているのが確認された。 
 
 電位依存的なピークナトリウム電流、活性化および不活性化パラメータについては、全
ナトリウム電流（INaT+INaL）を測定した実験結果に、INaLは活性化電位固定後 200 ms 時点で
残っている電流成分として測定した実験結果をよく再現した。我々は INaT と INaL の大部分
の状態遷移速度を共通と仮定し、電位依存的な活性化については 2 つの閉状態（C1 と C2）
を定常状態平衡にあると仮定した。チャネルは C2 状態からのみ活性化し、その活性化速度
とピーク到達時間を実験データにあうよう調整した。不活性化速度については、脱分極刺
激後、初期の数 msec 中の早い不活性化時定数として決定した。 
 遅い不活性化過程については、Clancy と Rudy ら(2002)モデルに 2 つの不活性化状態を加
えるか、我々の以前のモルモットモデルで採用したような遅い不活性化パラメータを追加
するなどしてモデルを構築した。我々の新しいヒト心室筋細胞モデルでは、遅い不活性化
状態（IS）を仮定し、その遷移速度パラメータは、定常状態不活性化曲線や遅い不活性化速
度、回復速度などの実験結果から決定した。kf（IS->C）と kb（IS->I2）の速度比は Mitsuiye
と Noma ら(2002)のシングルチャネル実験の結果より 0.2 とした。INaLと INaTの数式は付表
に記載した S37-S56 で与えている。 
 本研究では INaLに起因する不整脈メカニズムについて第 2 章にて詳しく研究を進めた。 
 
 IK1 チャネルモデルについては、我々は Ishihara らとともに開発したモデルを採用した
(Ishihara and Yan, 2007; Yan and Ishihara, 2005)。Ishihara らはモルモット心筋実験を基にした
モデルであるが、Koumi らの研究(Koumi et al., 1995)によると、IK1 についてはヒト心筋細胞
と動物心筋で明らかな違いはないとしているので、我々は Ishihara らの IK1 モデルを採用し
た。Ishihara らのモデルは細胞内マグネシウムとスペルミン濃度により内向き整流性を示す
モデルで、主に 2 つのモデルで構成されている。1 つは Mode 1 で、マグネシウム濃度とス
ペルミン濃度によって競合的なチャネル阻害が起こるモードである。一方 Mode 2 では、ス
ペルミンにより電位依存的に瞬間的に定常状態に達するモードである。チャネルコンダク
タンスと細胞外カリウム濃度の関係については、僅かにシフトさせた。これは、モルモッ
ト心筋実験では細胞外カリウム濃度が 5.4 mM であるのが一般的であるのに対して、ヒトの
血漿などでは 4.5 mM が正常値であることを反映させるためである。電流密度は、活動電位
の最大再分極速度がヒト心筋細胞で観察される約 1 V/s となるように調整した。我々の開発
した IK1 モデルの電流電圧曲線シミュレーション結果は、ヒト心筋細胞で得られたデータと
よく一致している。 
 
 IKr チャネル、IKs チャネル、IKto チャネルモデルについては、付表に説明を加えている。 
その他のイオンチャネルについては、既存のヒト心筋あるいは動物心筋モデルを用いた（付
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表参照）。収縮モデルについては Negroni and Lascano モデル（NL モデル）(Negroni and 
Lascano, 2008)を採用した。細胞内カルシウムを SR に取り込む SERCA モデルについては、
Tran らのモデル(Tran et al., 2009)を採用した。 
 
 
結果 
興奮収縮連関 
 図 4に通常ヒト心拍である 1.25 Hzで刺激した場合のヒト心筋細胞モデルの活動電位波形
シミューション結果を示す。各活動電位波形パラメータはヒト心室筋細胞で観察されるデ
ータとよく一致した。主要なイオンチャネルのシミュレート結果を図 4 パネル B に示す。
図 4 パネル C には RyR の状態遷移を示しており、拡張期の終わりの時点においては、約 30%
が閉状態、約 70%が不活性化状態にあることが示されている。RyR の開状態への遷移は、
LCC と RyR が CaRU によって非常に緊密にカップリングしているため、活動電位のオンセ
ットとはっきりと遅れることなく活性化している。RyR の活性化持続時間は、最大振幅の
半分時点においておよそ 5 msec である。図 4 パネル D には SR の放出サイトと取込みサイ
トのカルシウム濃度変化を示しており、それぞれ活動電位活性化により、0.45 mM から、
0.38 mM（取込みサイト）、0.08 mM にそれぞれライアノジンチャネルの活性化によるカル
シウム放出により SR 内カルシウム濃度が減少し、拡張期に徐々に SERCA によってカルシ
ウム濃度が回復する。細胞内の各空間におけるカルシウムトランジェントのピーク値は、
約 9 µM（iz 空間）と約 0.6 µM（blk 空間）であり、nd 空間では 132.6 µM であった。収縮
力の時間変化は等張性収縮（Fext = 6 mN/mm2）では、等尺性収縮に比べ僅かに遅れる。 
14 
 
 
 
 
図 4 新規ヒト心室筋細胞モデルの機能 
記録時間 50 ms に 3 ms 持続する電流パルスを与えて活動電位を誘発した。刺激周期は 800 ms で、定常状態
が得られた際の記録を示した。パネル A には活動電位(Vm、黒線)に加えて、リードポテンシャル(VL)を重
ね書きした。パネル B は主なイオン電流成分を重ね書きした。INaL (dark green), INaT (azure), ICaL (black), INCX 
(red), IKto (magenta), IKr (blue), IKs (brown), IK1 (yellow green), INaK (Purple)。パネル C には、RyR の I(black), 
C(blue), O(red)の各状態確率を、パネル D は SR 内の Ca2+濃度を示した。パネル E は Negroni & Lascano (2006)
モデルの等張性収縮(T)，と等尺性収縮(M)を示している。パネル F には Ca2+放出部位近く iz 空間とそれか
ら離れた blk 空間の Ca2+濃度を示している。 
 
図 4 パネル A より、Vmは常に VLを追従している。静止電位は-91 mV で、Peeters ら(Peeters 
et al., 1995)や Pereon ら(Peterson et al., 2000)が報告している値に極めて近い。活動電位の最
大立ち上がり速度は、208 mV/s で、これは Pereon ら(Pereon et al., 2000)の報告と一致してい
る。90%再分極レベルでの活動電位持続時間は、282 ms で Drouin ら(Drouin et al., 1995)、 Li
ら(Li et al., 1998; Li et al., 1996)に報告されたものと一致している。活動電位の最高プラトー
電位は+30 mV 近くであり、一般的に見られるレベルである。パネル B には主要なイオン電
流成分を示しており、INa電流のピークは数十 pA/pF であって、スケールからはみ出してい
る。パネル C には、RyR の各状態確率を示している。開口状態は数 10 ms 程度であり、常
識的な値に良く一致している。パネル D は SR 内の Ca2+濃度を示している。ここでは、SRCa
放出部位の Ca2+濃度（[Ca]SRrl）が活動電位発生に伴う Ca2+放出により、拡張期末期の約 0.5 
mMから 0.1 mM以下にまで下降しているのが見れる。パネルＥはNegroni and Lascano (2008)
モデルの等張性収縮(T)，と等尺性収縮(M)が示されている。パネル F は Ca2+放出部位近く
iz 空間とそれから離れた blk 空間の Ca2+濃度を示している。iz スペースの Ca2+濃度上昇の
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ピークは約 9 µM で、この値は Acsai ら(Acsai et al., 2011)が報告している[Ca2+]nrs の値に極
めて近い。 
 
 
新規カルシウム誘発性カルシウム放出モデルによる段階的なカルシウム放出 
 Hinch モデルでは、RyR 活性化の程度は電位依存的なカルシウム放出様式 LCC 活性化の
程度と完全に平行していた。この段階的な RyR 活性化が、それぞれの CaRU が blk 空間に
よって分離独立している（各 CaRU を通じて流入するカルシウムイオンが希釈されるのに
十分な容量を blk 空間が持っている）ためである。しかしながら、このようなモデルでは、
SR 内のカルシウム過剰取込みによる DAD を惹起することは殆ど不可能であった。他方、
実際の心筋細胞においては、DAD の発生には段階的な局所的カルシウム濃度上昇が寄与し
ていることが知られている。簡略化のため、我々は jnc 空間に近傍の局所的カルシウム濃度
の蓄積を計算した。図 5 に我々のヒト心筋細胞モデルを用いた電位固定実験のシミュレー
ション結果を示す。ICaL電流の電流電圧関係はオリジナルの Hinch モデルと我々のヒト心筋
データに調整したモデルは、ほぼ同等であった。すなわち、ICaLは-30mV から活性化し、そ
のピークは 0～10 mV の間に見られる。我々の CICR モデルの RyR の段階的な活性化を図 5
パネル C に示す。膜電位に対する RyR のピーク開確率は、オリジナル Hinch モデルと比較
すると、正電位においてはより浅くなっている。これは脱分極電位刺激中に ICaL が活性化
してカルシウム濃度の蓄積がおきるためである。しかしながら、負電位においては、LCC
の活性化曲線にくらべ RyR の活性化はより荒い立ち上がりを示した。 
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図 5 膜電位レベルに応じた段階的な Ca2+放出 
パネル A には膜電位固定条件を示した。保持電位-50 mV から+30 mV まで各脱分極電位を 100 ms 与えた。
パネル B には ICaL電流を、パネル C には ICaL電流のピーク値(red)及び RyR の開確率(black)の電位依存性を
示した。 
 
Hinch et al. (2004)モデルはCICRの極めて基本的な性質であるLCCの活性化に応じたRyR
からのCa2+放出を良く再現している。我々のモデルではこのHinchモデルを改編したので、
この基本的な性質が再現できることをまず確認するためのシミュレーション実験を行った。
図 5 パネル A はヒト心室筋細胞に与えた膜電位固定実験による膜電位変化である。図示さ
れているように 2~4 mV 間隔で脱分極パルスを与えた。それぞれのパルス電位に応じて記録
線の色を変化させた。パネル B はそれぞれの膜電位で誘発された LCC の電流を重ね書きし
たものである。パネル C に ICaL電流のピークを各脱分極電位に対してプロットしている（赤
点）。一方、黒点は、それぞれのテストパルスで誘発された RyR による Ca2+電流(IRyR)のピ
ークをプロットしている。このように我々のモデルでは、膜電位レベルに応じた Ca2+放出
が良く再現できている。 
 
以上のように、我々はカルシウム誘発性カルシウム放出モデルを導入し、最新の知見に
基づいたイオンチャネルモデルを開発し、新規ヒト心筋細胞モデル（Human Ventricular 
EC-coupling model; HuVEC）を開発した。 
 
 
新規ヒト心筋細胞モデル(HuVECモデル)におけるDADの誘発 
 DAD を誘発するため、細胞実験でも汎用される 2 つの一般的なプロトコール（高頻度刺
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激とカルシウムイオンの直接注入）を我々の新規ヒト心筋細胞モデルに適用した。図 6A
には、Na/Kポンプを 75%阻害した状態で高頻度刺激を行った後に惹起されたDADを示す。
この条件下では頻回刺激により惹起された活動電位により、細胞内ナトリウム濃度が上昇
し（6.537.86 mM）、それに伴い SR の Ca2+放出サイトのカルシウム濃度が上昇する。頻
回刺激後、活性化閾値以下の RyR から洩れるカルシウムにより jnc 空間のカルシウム濃度
が上昇し、それに伴って、徐々に CaRU の COO 状態の確率が増加し、その結果、SR の Ca2+
放出サイトのカルシウム濃度が減少する。また、RyR の全ての閉状態にある確率も減少し、
最終的には COO の鋭いピークが活動電位の頻回刺激(train of action potential)停止後 700 ms
付近に現れ、NCX の活性化を通じて DAD が惹起された。一方、OOO の状態確率の変化は、
通常の活動電位刺激後の ICaLによる活性化の程度に比べると、無視できるほど小さかった。 
 
 
 
図 6 ヒト心室筋細胞で誘発された DAD 
パネル A は頻回刺激の後に記録された DAD（青矢印）, パネル B には、Ca2+を直接細胞内に注入して誘発
した DAD を示した。パネル A の最上段パネルには膜電位記録が示されている。最初の活動電位は刺激間
隔 400 ms で 51 回繰り返した刺激による最後の活動電位を示している。約 700 ms、矢印で示した記録時間
に膜電位は明らかな DAD を発生した。中段パネルは RyR の状態遷移を示している。活動電位の発生によ
る CICR に際して、RyR の閉口状態(I)は瞬間的に減少し、代わりに開口状態(O､yOOO)が一過性にピークを
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示している。それに続いて不活性化状態(I)が増加している。その後、徐々に各状態はコントロールレベル
に回復傾向を示したが、途中から、開口状態(yCOO)すなわち、LCC の活性化を伴わない開口状態が徐々に
増加していく様子が明らかである。最終的に yCOO がピークを迎えるとき、膜電位記録には DAD が現れ
ている。パネル B には、Ca2+注入の結果を示している。パネル B 最上段にはカルシウム注入後の SR 内の
Ca2+濃度減少が示されている。SR Ca2+取り込み部位の Ca2+濃度を瞬間的にいろいろなレベル 0.8, 1.0, 1.2, 
1.4, 1.6 mM まであげたことによる DAD,さらには Triggered Activity の発生を示している。各刺激後に SR 内
Ca2+濃度が減少し、そのとき、RyR の開口状態が上昇し（中段パネル）、最下段に示した DAD が発生して
いる。 
  
wet 実験プロトコールでは、単離した心筋細胞に細胞内ガラス電極を刺入して、あらかじ
め電極内液に加えておいた Ca2+イオンを加圧によって細胞内に注入する。これによって一
過性に細胞内 Ca2+濃度が上昇すると、RyR が活性化し、SR 内の Ca2+が放出される。シミュ
レーションでは、SR の取込みサイトに直接カルシウムイオンを注入するこによって、DAD
を誘発するこができた。図 6 パネル B にはシミュレーション後 100 ms 時点で、0.8 mM～1.6 
mM まで 5 段階の SR 内へのカルシウムイオン注入した結果、誘発された DAD を示してい
る。SR の放出サイトのカルシウムイオン濃度は取込みサイトからの拡散によって 20 ms 後
に濃度が上昇し、続いて、静止状態で僅かに開状態になっている RyR からのカルシウムイ
オンの jnc 空間への漏れによって放出サイトのカルシウムイオン濃度が減少していく。これ
らの遅延の後、jnc 空間のカルシウムイオン濃度の蓄積により RyR が活性化（COO + CCO）
され、DAD が惹起される。注入するカルシウム濃度を上昇させると、RyR の開確率のピー
ク値も大きくなると同様に DAD の振幅も大きくなり、1.6 mM のカルシウムイオンを強制
的に SR の取込みサイトに注入すると、完全な活動電位波形となる DAD を誘発することが
できた（Triggered activity） 
     
INaLの不活性化速度遅延により惹起されたEAD、及びIKrおよびIK1の寄与 
 活動電位のプラトー相における INaL の不活性化遅延の催不整脈性を検討するため、INaL
の不活性化速度を 0.3, 0.2, 0.1 倍にスケーリングした結果を図 7 に示す。正常なゲーティ
ングパラメータでは、INaLはプラトー相中に持続的に不活性化し、活動電位波形の終了時に
は正常な再分極を示す。INaLの不活性化を 0.3 および 0.2 倍に減速すると、活動電位のプラ
トー相は延長し、再分極相中の約-45 mV 付近にショルダー様の活動電位波形を示す。0.1
倍に減速すると、ショルダー部分では持続的な INaL 電流が流れることにより、脱分極方向
に反転し EAD を惹起した。これらの発見は、脱分極中の持続的な内向き INaL電流が、再分
極を促す外向きカリウム電流と均衡を保つ役割を果たしていることを示唆している。これ
は、主要な外向き電流（IKr）を阻害することにより EAD 誘発が強くなることからも示唆さ
れる。事実、通常 EAD が惹起されない 0.2 倍に不活性化速度を遅延させても、IKr阻害下で
は EAD を誘発するようになるし、0.1 倍にした場合でも、IKr阻害下では EAD が 2 連続で
誘発されるように、内向きの INaL と均衡を保っている外向きカリウム電流を減弱すること
により、より容易に EAD を誘発しやすくなっている。 
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図 7 INaLの不活性化を減速することによって誘発した EAD. 
パネル A では不活性化速度をコントロール(1.0)から、0.3, 0.2, 0.1 倍に減速したことによる活動電位の持続
時間の延長と、EAD の発生を示している。中段のパネルは INaLの IS 不活性化状態を除く確率をプロットし
て、不活性化の進行を下向きに示している。不活性化の速度が減少しているのが確認できる。最下段には、
INaL の時間経過を示している。不活性化の速度が遅くなると、INaL は活動を保って、内向き電流が増加し、
これによって活動電位の延長や EAD が発生することがわかる。 
パネル B には、IKrをブロックした状態で、パネル A と同様に INaLの不活性化を減速した影響を示している。
より軽度な不活性化の減速（0.2 倍から）によって、EAD が発生した。 
 
 IKr以外の主要な再分極電流である IK1 では、活動電位の開始時に細胞内マグネシウムによ
りほぼ完全に IK1 電流は阻害される。しかしながら、この細胞内マグネシウムによる阻害は、
活動電位プラトー相の再分極過程により徐々に解除されてゆき、最終的に再分極相の終盤
にはほぼ完全に細胞内マグネシウム阻害から解放され、再分極電流の 95%以上を占めるよ
うになる。Ishihara ら(Ishihara et al., 2009)は、この IK1 の内向き整流性は膜電位依存的なマグ
ネシウム阻害に競合するスペルミンによる時間依存的な性質を持っていることを明らかに
した。この再分極過程に与えるスペルミン阻害の影響を検討するために、スペルミンとマ
グネシウムが競合的に阻害する Mode 1 について、時間依存的なモデルから瞬間的に定常状
態となるモデルに置換した影響を調べた。その結果、正常な INaL の不活性化速度では、定
常状態の IK1 モデルでは再分極相の開始は遅れ、活動電位持続時間が延長した。これは、一
部の IK1 チャネルがスペルミンにより阻害されたことが原因である。さらに、INaLの不活性
化遅延（0.07 倍）を適用した状態下では、定常状態の IK1 モデルに置換することにより、時
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間依存的な IK1 モデルで見られていた-40 mV 付近に発生していたネガティブピークが消失
し、より浅い膜電位において EAD が誘発された。後者の効果は、ICaLがより不活性化され
たことに起因している。 
 
 
図 8 INaLの遅い不活性化を 0.07 倍にして EAD を誘発 
パネル A には、正常活動電位波形（1）と INaLの遅い不活性化状態（0.07）を重ね書きした。下段には正常
活動電位波形（1）と INaLの遅い不活性化状態（0.07）の IK1チャネルの開確率をそれぞれ Mode 1 + 2（赤線）、
Mode 2（青線）で示した。パネル B には、パネル A と同様のプロトコールだが、最下段に示した IK1のキ
ネティックスの Mg 阻害過程を定常状態モデルに置換したプロットを示す。 
 
 より詳細に IK1 の寄与を検討するために、図 8 の下図に正常の IK1のキネティックを示し
た。正常な心筋での活動電位波形の再分極の経時変化時には、再分極の進行とともに単調
に IK1 の開確率は増大し、単純に再分極が加速されていく。INaLの不活性化過程が遅延した
状態では、IK1 の開確率の増大が減速し、予期せぬことに、IK1 の開確率の経時変化は、最終
的に”一過性の IK1 活性化”のような状態に変化した。即ち、大部分の IK1 チャネルが、一
過性の IK1 活性化中に最終的にスペルミンにより阻害されることになった。なぜならば、ス
ペルミン阻害は Mode 1 キネティックにおける-50 mV 以上の脱分極電位における IK1 の状態
遷移キネティックスを吸収するシンクとして働いているからである。残った Mode 2 部分は、
Mode 1 に比べて小さく、膜電位依存的なキネティックスに依存した最小限の再分極電流と
してのみ働いている。そのため、もしスペルミン阻害過程が定常状態モデルであったする
と、再分極中の Mode 1 による一過性の開確率の蓄積は完全に消失し、その後は Mode 2 に
移行するため、時間依存的な IK1 モデルと定常状態な IK1 モデルのトレースは一致する 
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第２章 不整脈メカニズムの数学的解析 
 
背景 
 心筋などの興奮性細胞の膜電位は、活動電位やオシレーションの発生時に大きく変化す
る。細胞膜電位の変化は、イオンチャネル、トランスポーター、細胞内イオン濃度や細胞
内シグナル伝達系など様々な細胞機能が複雑に相互作用しながら形成される。電気生理学
的な研究においては、主にこれらのイオン電流を介した膜電位変化を解明することが行わ
れてきた。さらに、拡張期に緩叙な脱分極を示して、自動能を持つ洞房結節細胞や、心室
筋の活動電位再分極過程などが主な研究対象であった。しかしながら、心筋膜電位は細胞
の各機能要素が複雑に影響しあっているため、従来法のように膜電位変化を単に計測した
り、細胞機能要素の一部の電流だけを計測するだけでは、膜電位変化のメカニズムの詳細
を検討することは難しい。さらに、イオンチャネルやトランスポーターなどは膜電位変化
やイオン濃度などを介して相互に影響を及ぼしているため、さらに複雑である。そのため、
特定の機能要素の一連の変化を定性的に検討するしかなかった。このように、従来の電気
生理学的な wet 実験にはどうしても限界があった。 
 近年、コンピュータ技術の向上に伴い電気生理分野においてもシミュレーション技術の
重要性が高まっている。心筋膜電位メカニズムの解明にも、実験データに基づいた細胞数
理モデルを用いたシミュレーションが盛んに行われている。これらの数理モデルは、特定
の機能要素の変化による心筋システム全体への影響や関連パラメータの寄与などを知るの
に有用であると考えられている。しかしながら、心筋活動の複雑性ゆえに、これらの影響
を定量的に解析することは困難であった。 
 最近、我々の研究グループではリードポテンシャル解析のような数学的解析手法を用い
ることにより、心筋膜電位変化に及ぼす各機能要素の定量的な寄与を解析することに成功
した。例えば Cha ら(Cha et al., 2009)は洞房結節細胞の自発発火メカニズムや心室筋細胞の
再分極過程の各機能要素の寄与度を、リードポテンシャル解析法を新規に開発し、心筋細
胞モデルに適用することによって、定量的に解析した。 
 本研究では、このリードポテンシャル解析を用いて、EAD 発生のメカニズムについて定
量的な解析を行った。 
 
 
方法 
リードポテンシャル解析 
 リードポテンシャル解析は、Cha らの開発した手法(Cha et al., 2009)を用いた。 
 リードポテンシャル（VL）は、膜電位（Vm）の特定の観測時点（time of observation, tob）
における定常状態となる膜電位を計算している。単一細胞内において、細胞外からの電流
や空間的な電位変化がない場合、図 9 に示すように細胞モデルを単一の等価回路として表
現することができる。 
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図 9 細胞モデルの電気回路図 
パネル A には、膜電流成分を等価回路として表現。パネル B は式(1)により簡略化した等価回路モデル。(Cha 
et al. (2009)の Fig.1 より引用) 
 
Cm は細胞膜容量、Im は細胞膜を流れる電流の合計すると、膜電位 Vm の単位時間におけ
る変化は式(1)～(3)のような関係式が導かれる。 
 
           (1) 
              (2) 
                           (3) 
 
多くの数理モデルにおいては、細胞の各機能要素はオームの法則や GHK 式によって記載
される。S は各種イオン濃度、F,R,T,z は熱力学的なパラメータ。P(o)はイオンチャネルの
開状態となっている確率であり、コンダクタンスを G とすると、イオンチャネルは式(4)の
ように表され、膜電位やリガンド、イオンチャネル自身の性質などにより経時的に変化す
る。 
 
                         (4) 
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VLを式(1)と定義すると、ある時点の VLとは時定数 1/τにおいて Vmが本来到達するべき
定常状態の解であることが解る。従って、この VLを活動電位発生時における経時的な膜電
位 Vm に当てはめると、VL は常に Vm の変化に先行し、Vm が脱分極あるいは再分極方向の
どちらに動こうとしているのか定量的に算出することが可能となる。なお、VL＝Vmとなる
のは dVL/dt = 0 である。 
 
 心筋活動電位 Vmは時間依存的に細胞膜を通過する動的な変化によって VLとτによって
自動的に変化する。それゆえ、時間的な変化τの代わりに dVL/dt を用いて、表現すること
ができる（式(6)、(7)）。 
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この dVL/dt において、特定の電流成分の細胞膜電位波形変化への影響について検討する
場合、特定の電流成分をゼロとし、それ以外の機能要素の dVL_FIX/dt を計算し、その差分を
取得することにより、注目している電流成分の膜電位 Vm、リード電位 VL あるいは dVL/dt
の影響を定量的に算出することが可能となる。dVL_FIX/dt は式(9)のように表される。例えば、
dVL/dt>0 であれば、活動電位波形の脱分極を示しており、逆に dVL/dt<0 の場合には再分極
に働いていることを示す。 
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 本研究では、VLおよび dVL/dt を細胞モデルへ適用する際に、いくつか調整を行った。細
胞モデルのイオンチャネルやトランスポーターは、多くは非線形 GHK 式で記述されていて、
一部のチャネルはオームの法則により記載されている。リードポテンシャル解析にあたり、
GHK 式はチャネルコンダクタンス Gx を単位時間に流れる電流の差分として取得し、オー
ム式のように扱った。また、2 つのイオン交換体である Na/K ポンプと NCX 交換体につい
ては、非線形な電流電圧関係を示すことから、電流の差分として別途計算し、膜電位非依
存的な電流成分（IPMCA等）はイオントランスポーターと同様の扱いとした。 
 VLの変化速度 dVL/dt は式(6)のような微分式で定義される。また VLおよび dVL/dt はすべ
ての電流成分の和となるため、一般式としては式(2)、式(7)で定義される。 
 Cha らの先行研究では、各電流成分の膜電位全体における寄与率 rc を算出していたが、
本研究では VLや dVL/dt を直接活動電位波形や EAD 波形の時間変化と数値を比較する手法
を用いた。 
 細胞内カルシウム依存的な電流成分（ICaLや INCX）では、細胞の各空間（jnc, iz, blk）に
よってチャネル分布や逆転電位が異なってくるため、それぞれ個別に VLおよび dVL/dt を算
出した。また、INaについては、一過性成分（INaT）と遅延性成分（INaL）に分けて算出した。 
 
 
結果 
 第 1 章において新たに開発した、ヒト心筋細胞数理モデルに対してリードポテンシャル
解析を適用し、心室筋再分極電流の各電流成分のメカニズムを定量的に解析した。 
 活動電位再分極課程において、膜電位 Vmは常にリード電位 VLを応用に変化していく。
VLの時間依存的な変化を示す dVL/dt は、活動電位の膜電位変化のイオン電流メカニズムを
定量的に解析することができる。我々は、EAD などの異常波形のイオン電流メカニズムを
解析する前に、まず正常波形でのイオン電流メカニズムを解析し、その結果を図 10 に示し
た。 
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図 10 正常活動電位波形とリードポテンシャル(VL)解析 
パネル A には、各電流の VL解析結果を活動電位波形と重ね書きした。パネル B には、dVL/dt 解析結果を
示した。パネル A、B の各電流の色はパネル右の各電流表記と対応している。パネル C には細胞全体のコ
ンダクタンス（黒線）と ICaL電流系を除いたコンダクタンス（赤線）、ICaLと INCX電流を除いたコンダクタ
ンス（青線）を示した。 
 
 刺激開始後 10 ms で VLはピーク（26.6 mV 付近）に達し、この VLを主に構成しているの
は ICaL(27.8 mV), INCX(1.44 mV), IKto(-1.85 mV)であり、その他の電流成分の寄与は 1 mV 以下
であった。その寄与率はそれぞれ ICaL(1.05), INCX(0.05), IKto(-0.07)であり、ほぼ ICaL電流によ
って誘導されていた。活動電位ピーク到達後の 100 ms のプラトー相では、VL電位は主に ICaL
と INCXによって決まっており、相対的に小さな電流であるが INaLが相補的に VL電位維持に
寄与していた。さらに再分極が進んだ 280 ms 時点においては、VL電位は-52.8 mV であり、
大きく 4 つの負電流成分によって決まっていた。IK1, INCX, IKr, INaK。静止膜電位では VL電位
（-91.4 mV）は、ほぼ IK1 電流（-89.3 mV）によって決定されており、その他の電流成分の
寄与は 1 mV 以下であった。ICaL電流成分は、-30 mV 以下の電位ではほぼ消失しており、こ
れは ICaL 自身による電位依存性ゲートの不活性化の影響による。また、プラトー相の途中
で NCX 電流の逆転電位が反転している。 
 ICaLと INCXの VL全体に及ぼす影響については、全電流成分の総コンダクタンスから ICaL
のみをのぞいたプロット、ICaL + INCXをのぞいたプロットを図 10 に示す。図 10 からも明ら
かなように、ICaLと INCXの VLへの影響の仕方はそれぞれ異なっていることがわかる。また
、静止膜電位は、総コンダクタンスにおける GK1 の比は 0.98 であり、静止膜電位の VLはほ
ぼ IK1 電流の逆転電位と同等である。一方、総コンダクタンスに占める GNaK の比は非常に
小さい（0.00025）ものの、INaK の電流自身は静止膜電位にそれなりに流れている。刺激開
始時に GK1 は大きく減少しているのは、IK1 の Mg 阻害によるものである。しかしながら、
この GK1 の減少は大部分は脱分極後に増大していく GCaLによって補完されている。その他
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の電流成分の影響は、ICaLのカルシウム依存的な GCaL減少に伴い大きくなっていく。VLに
比して比較的大きな電流が流れる INCX は、プラトー相中の INCX-Vm 関係の傾きコンダクタ
ンスによって GNCXが決まっている。 
 dVL/dt の各電流成分の構成を図 10 パネル E に示す。dVL/dt の総和を灰色線で表している
。いくつかの電流成分では、活動電位プラトー相中にハンプしている。最初のハンプは、
再分極開始後の 35 ms 時点にあり、再分極速度が加速していることを表している。続く再
分極速度が比較的一定となっている時間帯では、ICaL と INCX がほとんど決めている。これ
ら 2 つの電流成分のコンダクタンス変化は、細胞内カルシウムトランジェントにどちらも
影響される。2 つ目のハンプは、ICaL と INCX の脱活性化に加え、IK1 成分の増加が認められ
る。再分極最終局における鋭いピークは IK1 であり、残りは INaL、INaT、INCXであった。この
INaLと INaT成分は、プラトー相中に開いたまま残っていた電位依存ゲートが閉まることによ
るものである。心室再分極のイオン電流メカニズム解析は、先行研究と一致するものであ
った。しかしながら、VL解析だけで寄与率 rcなしに議論できたことは新たな発見であった
。 
 
 続いて、INaLの不活性化遅延による EAD イベント時における各イオン電流メカニズムを
解析するためにリードポテンシャル解析を行った結果を図 11 に示した。正常活動電位波形
と同様、VLは Vmを先行するように変化し、再分極中では Vmより負電位に VLを示してい
る。対して EAD 発生時には逆に Vmが再分極方向から脱分極方向に反転するおよぼ 25 ms
前に VLは再分極方向から脱分極方向に反転している。これは、VL電位が Vm電位をリード
していることを示している。そのため、EAD 発生メカニズムを解析する上では、Vmや Vm
の時間的変化である dVm/dt を直接解析するより、Vmをリードする電位である VLや dVL/dt
を解析することで、より詳細なイオン電流メカニズム解析を実施することができると考え
られた。 
 
 
図 11 INaL電流の遅い不活性化(0.1 倍)により誘発した EAD 波形とリードポテンシャル(VL)解析 
パネル A には、膜電位(Vm)とリードポテンシャル(VL)を重ね書きした。パネル B には外向き電流を、パネ
ル C には内向き電流を示した。パネル D には VL解析結果を、パネル E には dVL/dt 結果を示した。各パネ
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ルの垂直な黒線は、VL電位が再分極から脱分極に反転した時間を示す。パネル E の赤矢印は膜電位 Vmが
反転した時間を示す。各電流成分の色は、図右に示す。 
 
 VLの反転する付近では、電位依存的に増大する内向きの INaL効果を打ち消すように外向
きの IK1 電流が一過性に増大している。INaKは持続的な外向き電流を構成し、IKrが中間的な
成分として働いている。その他の電流成分は小さい。VL解析を実施し、これらの電流成分
の定量的なメカニズムを解析した。負電位ピークである-40.6 mV では、４つの負電流（IK1, 
INCX, IKr, INaK）と１つの正電流（INaL）で構成されている。加えて、INaL電流増大する中で IK1
の急速な減少は、結果として dVL/dt の反転として現れている。INCX は、期せずして比較的
小さな電流しか流れていないにもかかわらず、比較的大きな VLで働いており、負の膜電位
において GNCXコンダクタンスが増大している。INaKは INCXと同程度であった。 
 dVL/dt 反転に関する IK1 の寄与についてより詳細に解析を行った。VL 反転時には、IK1 が
大部分の脱分極方向に働く電流成分として働いている。また、IKr電流もまた、EAD 反転時
には脱分極方向に働いている。さらに、IK1 と IKrが VLの変化の方向を決める dVL/dt では、
膜電位が実際に再分極方向から脱分極方向へ反転する前の時点で、dVL/dt が再分極から脱
分極へ反転している。これは、IK1 と IKrは EAD 誘発となる再分極から脱分極への反転を誘
発するトリガーとして働いていることを示唆している。 
 INaLの dVL/dt 成分は小さく、dVL/dt を僅かに変化させる程度であった。ICaLと INCXの dVL/dt
反転は Vmの反転ポイント時に起こっており、これは Vm変化による二次的な変化であるこ
とを示唆している。 
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考察 
総括 
 最新のヒト心筋細胞実験結果に基づき、新たなヒト心筋細胞数理モデルを開発した。本
モデルを用いて、INaL電流や細胞内カルシウム動態による、EAD や DAD など催不整脈性を
検討した。カルシウム誘発カルシウム放出メカニズムについては、Hinch ら(2004)のローカ
ルコントロール理論による CaRU を導入することにより従来モデルから大きく改善させる
ことができた。wet 実験で観察されるカルシウム放出サイト近傍のカルシウム蓄積を数理モ
デルに適用し、細胞へのカルシウム過負荷により誘発される DAD を誘発することができた
。INaLの遅い不活性化の遅延時には、活動電位再分極の進んだ相においても、大きな電流が
流れ、-40.5 mV 付近で膜電位が反転し EAD を誘発することができた。リードポテンシャル
解析では、EAD が誘発されるときに、中心的に働いている電流成分を定量的に解析するこ
とができた。最初の EAD の誘発には、再分極の最終過程における IK1 の一過性の活性化主
に関わっており、その後 ICaL と INCX がその後の脱分極を加速させていることを新たに解明
することができた。 
 
EAD・DAD メカニズムの解析 
 INaL電流の EAD 誘発への寄与については、定性的には背景電流として機能していると考
えられてきた。そのため、INaLの開口確率は、INaLの遅い不活性化過程が遅延されていても
、1 つの EAD 発生中にはほとんど変化していない。加えて、活動電位の再分極過程が進む
中、内向き（再分極方向）電流として流れ、VLをより負電位にシフトさせ、IK1 の一過性の
活性化を促し、ICaL や IKr の再活性化を促している。既存の研究において、INaL 電流の EAD
誘発メカニズムに与える正確な電流量は、約 0.35 pA/pF と報告されている。実験的にも INaL
電流量が心室再分極過程に大きな影響を与えている。本研究では、INaLの遅い不活性化過程
を段階的に遅くしていくと、正常状態の 0.15 倍以上遅くすることで EAD が誘発される。
しかしながら、このような極端な状態は生理的にはほとんど起きていないと考えられる。
それは、実験的には心不全患者の心筋細胞における INaLの不活性化の時定数変化は、529  
659 ms と報告されていることから明らかである。事実、wet 実験においては、EAD の誘発
は様々な要因が複合して誘発されると考えられていて、上記のヒト心筋においていえば、
心不全患者の心筋細胞では、INaL不活性化遅延以外にも複数の因子が複合的に絡み合ってい
ると考えられる。その候補として VL解析からは IK1, INCX, IKr, INaKが、INaL不活性化遅延時の
活動電位再分極に働いている。実際、本研究でも IKr の阻害により EAD 誘発リスクが変化
しており（図 7 パネル B）、催不整脈副作用の主要因としても IKrは働いていることからも
明らかである。図 8 では IK1 の一過性活性化が大きな役割を果たしていること、カルシウム
過負荷時においては INCXがあまり負電位側に働かなくなり、EAD を誘発する働きをしてい
ることが明らかとなった。面白いことに、カルシウム過負荷時の INaK 増大や細胞膜を通過
する Na イオン流入は、INaL不活性化遅延という催不整脈リスクに拮抗的に働いていた。 
 
 活動電位第 3 相中の IK1 電流の一過性の増大の果たす役割については、これまでにも様々
な wet 実験が行われてきた。我々はこの IK1 一過性活性化のメカニズムが IK1の時間依存的
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なキネティックに依存していることを明らかにした。実際、本研究の EAD 誘発プロトコー
ルにおいても、再分極時間が遅延する間、IK1 の開口確率が一過性に増加していく。これは
IK1 チャネルが-50 mV 以上の脱分極刺激時には最終的にスペルミンにより阻害されること
に起因する。図 8 パネル A の時間依存的な IK1 の開口確率の変化から、IK1 は活動電位第 3
相の再分極過程において 2 つの相反する影響を与えている。IK1 の一過性活性化の増大過程
においては、再分極速度を増大させている。続く一過性活性化の減少過程は、活動電位を
再分極方向から脱分極方向に反転させる方向に働いている。Ishihara らとの研究において、
前者の IK1 の働きは再分極予備力として働いていると考えている。加えて、EAD を誘発す
るには、薬物等により IKr阻害が生じているような状態下においてスペルミン/Mg の細胞内
濃度比を調整し、IK1 トランジェントが制御することにより EAD 誘発に影響を与えること
を発見した。これらの実験結果は、本研究において IK1 ゲーティングモデルを時間依存的な
モデルから定常状態モデルに変えることにより、活動電位延長や EAD 誘発を増大したシミ
ュレーション結果と一致するものであった。VL解析では、IK1 トランジェントの増大過程と
減衰過程それぞれの dVL/dt の脱分極方向あるいは再分極方向へ与える影響を定量的に解析
した。意外なことに、本研究結果からは、EAD 誘発となる活動電位の再分極から脱分極へ
の反転には、IKrよりも IK1 トランジェントがより大きな役割を果たしていることが示唆され
た。 
 
 wet 実験において、高頻度刺激直後や細胞内へのカルシウムイオン注入などにより、DAD
を誘発している。本研究においては、このような特徴的な時間依存的な細胞内カルシウム
蓄積による DAD 誘発を良く再現することができている。このような DAD は、Hinch らが
2006 年に提唱したオリジナルの CaRU では考慮されていない。これは、SR 内のカルシウム
濃度に依存した基本的な RyR からリークしたカルシウムが蓄積することによるもので、あ
る閾値を越えるカルシウム濃度が蓄積されると CaRU の RyR の活性化が誘発され、それが
CICR の正のフィードバックループを活性化し、さらに自分自身の RyR チャネル活性化を
引き起こし、jnc 空間にさらにカルシウム濃度が蓄積され、最終的に大きな SR からのカル
シウム放出を引き起こし、DAD を誘発することになる。 
 CICR の数学的な記述については、細胞数理モデルの中でも複雑な要素の１つであり、特
に DAD 誘発につながる細胞内カルシウム動態をモデル化する上で重要な要素である。
Hinch らは、局所的なカルシウム濃度を算出するという非常に素晴らしいモデルを開発した
。RyR を通じたカルシウム放出を LCC の活性化からのスムーズな機能として記載すること
に成功した。このモデルでは dyadic space の極初期のカルシウム濃度は下式のように CaRU
内の LCC と RyR 相互の影響を受けて決まる。第 2 項や第 3 項は、それぞれ LCC や RyR を
通じた大きなカルシウムイオン濃度を考慮している。第 1 項は個々に分割された CaRU 空
間でのカルシウム濃度を表してる。この空間は細胞全体における LCC や RyR のカルシウム
貯蔵空間（= sink）となっており、それゆえ、CICR 中のカルシウム濃度上昇を通じて CaRU
間でポジティブフィードバックとして働く可能性がある。さらに第 2 項や第 3 項にはこの
ポジティブフィードバックは考慮されていない。なぜなら、シングルチャネルコンダクタ
ンスは all-or-none 様式に動くためである。オリジナル Hinch モデルでは、各 CaRU は blk 空
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間と仮定した細胞質領域で分割されており、個々の CaRU を通って流入したカルシウムイ
オンは十分に大きな空間で希釈されるため、RyR の活性化には大きなカルシウム濃度変化
が必要で、独立した各 CaRU の活性化には 1-20 µM のカルシウム濃度変化と報告されてい
る。 
 しかしながら、局所的なカルシウム濃度蓄積を考慮しない手法は、非常に特殊な状況で
あり、既存の研究で報告されているようなカルシウム放出サイト近傍においてカルシウム
濃度が蓄積するといった Acsai ら(Acsai et al., 2011)の実験結果とも一致しない。我々のモデ
ルでは、カルシウム放出サイト近傍のカルシウム濃度と INCXについて研究した Acsi らの実
験結果から、彼らの定義する nrs 空間においてピーク値が約 10 µM に達するカルシウムト
ランジェントが発生していると推定した。この nrs 空間のカルシウム濃度変化域は、カルシ
ウム濃度-RyR の開口確率の関係のちょうど真ん中に当たる。事実、実際の細胞においても
CaRU 間で同様の関係があるといわれている。我々は、一般的なパーソナルコンピューター
でも動く細胞モデルとするため、jnc 空間はすべての RyR にとっての共通のカルシウム貯
蔵部位と仮定した。Hinch らのローカルコントロール理論を満足するため、RyR の all-or-none
の活性化は、本研究において共通のカルシウム貯蔵容量を調整するのが難しかったが、図 5
に示すように各脱分極刺激に対する RyR の開口確率をプロットした結果に示されるように
、段階的な RyR の開口および膜電位レベルに応じた Ca2+放出を上手く再現することができ
た。我々の jnc 空間の容量は、GPB モデルの同じ値を使用すると、RyR は all-or-none 的な
挙動を示してしまった。GPB モデルで用いられている jnc 空間の容量は、我々のモデルの
1/10 程度であった。 
 
 本研究でのシミュレーション結果より、自発的なカルシウム放出によるポジティブフィ
ードバックは、カルシウム放出サイトの極めて局所でのカルシウム濃度を CaRU 間の相互
作用を仮定することなく再現することができた。さらに、様々な病態下での EAD 発生メカ
ニズムについては、カルシウム貯蔵部位の解剖学的な容量や、カルシウムバッファーの強
弱、SR からのカルシウムリークなど、様々要因が影響することがわかった。カルシウムバ
ッファー能力の低下については、Kurachi ら(Kurachi, 1982)により実験的に明らかにされて
おり、単離心室筋細胞において観察される INCX のオシレーションは、低 pH 溶液を細胞内
に注入することにより引き起こされることが知られている。その他の既報のシミュレーシ
ョン結果からも、EAD 誘発メカニズムは膜電位によるメカニズムと細胞内カルシウムによ
るメカニズムの両方に依存している。カルシウムトランジェント無しに EAD を誘発した
Marban と Tsien の結果(Marban and Tsien, 1982)は、このような結論と必ずしも矛盾しない。 
 
 本研究成果から、EAD 治療に関して INaLに作用する治療薬の可能性は議論に値するかも
しれない。しかしながら、本研究のような INaLの不活性化遅延単独で EAD を誘発すること
は、実際には難しい。実際の病態を忠実に再現するためには、その他のイオンチャネルな
どについても病態下での変化を反映させる必要があるだろう。リードポテンシャル解析は、
EAD などの異常波形のイオン電流メカニズムや、その寄与を定量的に解析するのに、非常
に有用なツールであると考えられる。将来的には、薬物治療薬のターゲット探索などにも
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応用できるものと期待される。 
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結語 
 
本研究では、新たな包括的ヒト心筋細胞モデル開発し、さらにこれを用いて数学的解析
法により不整脈メカニズムの解明に有用な手法であることを示した。 
 
 現在、製薬企業においてはロボット等を用いた、ハイスループットスクリーニング系の
導入が進み、簡便に大量のデータを取得することが可能になってきている。しかしながら、
これらハイスループットスクリーニング装置は、ある特定の機能に対する化合物の作用を
検討することを目的としている。一方、様々なモデル動物などを用いた in vivo 動物実験で
は、化合物の生体に対する影響を総合的に検討することはできるが、その実験結果は生体
の複雑なメカニズムの結果であり、生体内で起こっている薬物作用を詳細に検討するには、
非常に多くの検証実験が必要となる。本研究において新たに開発されたヒト心筋細胞シミ
ュレーションを用いることにより、単機能の結果を、生体という複雑系に入力することで、
簡便にその化合物の生体に対する総合的な作用を検討することができるものである。 
 さらに本研究においては、ヒト心筋細胞モデルにおいて TdP などの不整脈発生メカニズ
ムを定量的解析が有用であることが示唆された。現状、QT 延長作用は医薬品副作用の中で
も重要視されているものの、TdP と呼ばれる致死性不整脈リスクそのものを指標として安
全性評価を行うことは難しく、そのためバイオマーカーとして hERG 阻害作用や QT 延長
が用いられている。今後、本研究成果のように定量的解析法は、現在よりももっと有効で
高精度な安全性評価系を構築することができると考えられる。また、薬物誘発性の QT 延
長や TdP 発生リスクは、その薬物自身の作用だけが原因であることは稀である。その多く
は、服用する患者側のリスク要因（例えば、性別、遺伝子疾患、低カリウム症などの病態、
飲み合わせている他の医薬品、など）が加わるときに、副作用として現れる。しかしなが
ら、医薬品開発課程において行われる非臨床試験や制限された条件下で実施される臨床試
験では、これらリスク要因の検証を行うことは不可能である。事実、市場から撤退した医
薬品の多くは市販後、様々な背景を持つ患者に広く適用されたときに、致死性不整脈が起
こってしまい市場からの撤退を余技なくされている。本研究成果では、遺伝的あるいは薬
物誘発性に INaL電流の増大を想定したシミュレーション結果より、EAD 発生メカニズムを
解明した。このように心筋細胞シミュレーションを用いることにより様々な病態を作り出
すことが容易であり、これまで深く検証できなかった様々なリスク要因下での開発化合物
の作用を予測することができ、より安全性の高い医薬品を患者に提供することが可能とな
る。 
 一方、一般的にシミュレーション結果に対し、wet 実験研究者からその正確性について疑
問視されていることは事実である。シミュレーションの正確性を論ずるには、それを裏打
ちする莫大な実験データが必要である。また、動物実験などに代表される様々な wet 実験
を行う重要性は、生体には我々がまだ知らない未知の機能や相互作用があり、それが医薬
品の副作用発現に関わっていることもあるが、現時点で得られている制限された実験デー
タから構築されたシミュレーションではそれを検出することはできない。しかしながら、
実験とシミュレーション結果が一致するということは、その薬物の薬物作用を正確に捉え
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られているということであり、その薬物作用を理論に基づき正しく理解することを意味す
る。逆に実験とシミュレーション結果が一致しないということは、その薬物のメカニズム
には、まだスクリーニングされていない未知のメカニズムが存在することを意味する。こ
のように実験結果とシミュレーション結果を比較検討することにより、その薬物の真のメ
カニズムを推論することが可能となり、またそれを証明するための仮想実験をシミュレー
ションを用いて行うことで、より効率的に薬物の持つ真のメカニズムを検証することが可
能となる。 
 以上のように、不整脈研究における心筋細胞数理モデルの利点は、単にコンピュータ上
に心筋の振る舞いを再現するだけに止まらない。臨床で見られるような様々なリスクファ
クターや誘発因子を入力し、多種多様な不整脈の発生・終息メカニズムの検証への応用が
期待されている。また、数式により正確にその反応を計算することができるため、簡便か
つ定量的な心臓機能への影響を評価することができる。また、実際に実験することが困難
な、様々なリスク要因を含んだ形での安全性評価も容易に行うことが可能となりうる。数
式で表された数理モデルは、実験条件やウェット実験のバラツキなどを排除し、論理に基
づいた検証を行うに適しており、不整脈メカニズム解析には大きな助けとなると考えられ
る。また、医薬品開発過程においては、動物実験などの結果から、ヒトでの効果を予測し
なければならないが、そこには種差の問題が常に存在しており、より高精度にヒトでの効
果を予測するツールが必要とされており、本研究成果は非常に有用なものとなると考えら
れる。 
 
 以上、著者は新たな包括的ヒト心筋細胞モデルを開発し、さらにこれを用いて数学的解
析法による不整脈メカニズム解明の有用性を明らかにした。本研究の成果は、今後の創薬
研究における TdP リスクを直接評価できる新規安全性評価系の構築などの応用研究に非常
に重要な研究成果になるものと考えられる。 
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1. Abbreviations 
Table S1. Abbreviations in model equations 
Membrane excitation 
mV  membrane potential (mV) 
celltotI _  total current of ion channels and exchangers (pA/pF) 
aXtotI __  total current of ion ‘X’ channels and exchangers at space ‘a’ (pA/pF) 
blkappI _  current applied through a patch electrode (pA/pF) 
XE  
reversal potential of ion ‘X’ , determined from the slope conductance of IX-Vm 
relationship, or by the Nernst equation (mV) 
mC  membrane capacitance (pF) 
IG  conductance of current ‘I’ (pA/mV/pF) 
a_XGHK  a modified Goldman-Hodgkin-Katz equation of ion ‘X’ at a space ‘a’ (mM) 
νβα ,,,k
 
rate constant (/ms) 
XdK _
 
dissociation constant for ion ‘X’ (/mM) 
)(_ XIP
 
converting factor of current ‘I’ from GHKX (pA/mM/pF) 
Tcycv _  turnover rate of transporter ‘T’ (/ms) 
)a(_)S(p
 
probability of state ‘S’ in a scheme of state transitions at a space ‘a’ 
)(_)( aIOp  open probability of current ‘I’ at space ‘a’ 
XV
 
total volume of space ‘X’ (µm3) 
atotalX ][
 
total concentration of substance ‘X’ at space ‘a’ (mM) 
afreeX ][
 
free concentration of substance ‘X’ at space ‘a’ (mM) 
aX ][
 
concentration of ion ‘X’ at space ‘a’ (mM) 
XJ
 
total flux of ion ‘X’ (amol/ms) 
Xz
 
valence of ion ‘X’ 
dt
Xd a][
 
rate of change of ‘X’ concentration at space ‘a’ (mM/ms) 
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2. Model parameters 
Physical constants 
Table S2. Physical constants 
R  8.3143 C mV/mmol/K 
T  310 K  
F  96.4867 C/mmol 
 
Cell volume 
Table S3. Cell compartments 
 
 
Ion concentrations 
Table S4 Ionic composition of external solution 
o]K[
+  4.5 mM 
o]Na[
+  140 mM 
o
2 ]Ca[ +  1.8 mM 
 
Substrates (fixed) 
Table S5. Substrates 
[MgATP]cyt 6.677 mM 
[MgADP]cyt 0.0228 mM 
[Pi]cyt (free form) 0.443 mM 
 
cellV  820115 ⋅⋅  fL 
blkV  cellV⋅65.0  fL 
izV  cellV035.0 ⋅  fL 
jncV  cellV011.0 ⋅  fL 
cytV  blkizjnc VVV ++  fL 
SRV  cellV⋅035.0  fL 
SRupV  SRV⋅6.0  fL 
SRrlV  SRV⋅4.0  fL 
mC  177 pF 
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Initial values of the model variables 
Vm = -91.364111716184041    mV 
[Na+]i = 6.8151373016677805 
[K+]i = 139.0561998319366 
[Ca2+]jnc = 0.00039795809096128409 
[Ca2+]iz = 0.00025268299350756843 
[Ca2+]blk = 0.0000667801021116907 
[Ca2+]SRup = 0.56250295256576965 
[Catotal]SRrl = 1.9128092931058895 
TnChCa = 0.107546349 
CaMCa = 0.000116997 
SRCa = 0.00092639 
Lb_jnc = 0.032868783807565416 
Lb_iz = 0.011563775702743251 
Hb_jnc = 0.226665087396588 
Hb_iz = 0.099458321251370288 
TSCa3 = 0.0086895187306879739      in µM 
TSCa3W = 0.0003391299963111013    in µM 
TSCa3S = 0.00013952053460170792    in µM 
 
 
3. Calculation of the membrane potential and internal ion concentrations  
Membrane potential   
( )
blkappcelltot
m II
dt
dV
__
+−=
                                                      (S1)
 
KtotCatotNatotcelltot IIII ____ ++=                                                 (S2) 
blkCatotizCatotjncCatotCatot IIII _______ ++=                                         (S3) 
jncCaCaLjncCatot II ____ =                                                         (S4) 
izCabizCaNCXizPMCAizCaCaLizCatot IIIII ________ +++=                                (S5) 
blkCabblkCaNCXblkPMCAblkCaCaLblkCatot IIIII ________ +++=                            (S6) 
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( ) ( )
( ) ( )blkNaLCCaizNaLCCaNabNSCNaKtoNaNaKNaNaLNaNaTblkNaKsizNaKs
blkNaNCXizNaNCXblkNaCaLizNaCaLjncNaCaLNatot
IIIIIIIII
IIIIII
_____________
___________
+++++++++
++++=
                                                                             (S7)
 
( ) ( )
( )blkKLCCaizKLCCaKbNSCKKATPKNaKKplKKto
blkKKsizKKsKKrKKKNaLKNaTblkKCaLizKCaLjncKCaLKtot
IIIIIII
IIIIIIIIII
________
______1_________
+++++++
++++++++=
                                                                             (S8) 
 
Internal ion concentrations 
[ ]
jnc
jncizCa
jnc
relCa
jnc
mjncCatotjnctotal
V
J
V
J
FV
CI
dt
Cad ____
2
2
−+
⋅⋅
⋅
−=
+
                              (S9)
 
[ ]
iz
izblk_Ca
iz
jnciz_Ca
iz
miz_Ca_totiztotal
2
V
J
V
J
F2V
CI
dt
Cad
−+
⋅⋅
⋅
−=
+
                              (S10)
 
[ ]
Ca3_CaTnC
blk
izblk_Ca
blk
SERCA_Ca
blk
mblk_Ca_totblktotal
2
J
V
J
V
J
F2V
CI
dt
Cad
−+−
⋅⋅
⋅
−=
+
                 (S11) 
[ ]
SRup
SRtrans
SRup
SERCASRup
V
J
V
J
dt
Cad _
2
−=
+
                                               (S12)
 
[ ]
SRrl
SRrel
SRrl
SRtransSRrltotal
V
J
V
J
dt
Cad __2 −=
+
                                          (S13) 
[ ]
FV
CI
dt
Nad
cyt
mNatoti
⋅
⋅
−=
+
_
                                                      (S14)
 
[ ] ( )
FV
CII
dt
Kd
cyt
mblkappKtoti
⋅
⋅+
−=
+
__
                                              (S15)
 
 
Boundary ion diffusion 
)]Ca[]Ca([GJ iz
2
jnc
2
jnciz_dCajnciz_Ca
++ −⋅=                                       (S16) 
)]Ca[]Ca([GJ blk
2
iz
2
izblk_dCaizblk_Ca
++ −⋅=                                       (S17) 
1
jnciz_dCa msfL8.3215G
−⋅⋅=  
1
jzblk_dCa msfL1.2076G
−⋅⋅=  
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Ca2+ buffering 
Table S6. Ca2+-buffers 
CaM  calmodulin (mM) 
CaMCa  CaM-calcium complex (mM) 
][ CaMBtotal  total buffer concentration of CaM, 0.024 (mM) 
TnCh  troponin C with a high affinity 
TnChCa  TnCh-calcium complex 
][ TnChBtotal  total buffer concentration of TnCh, 0.12 (mM) 
SRCa  calcium buffer by SR membrane-Calcium complex 
][ SRBtotal  total buffer concentration on SR membrane, 0.0171 (mM) 
[ ]SRrltotalCa +2  total calcium concentration in release site of the SR (mM) 
[ ]
SRrl
Ca +2  free calcium concentration in release site of the SR (mM) 
[ ]iztotal HB  
total sarcolemmal calcium buffer concentration with a high affinity in iz 
space, 0.2178 (mM) 
[ ]iztotal LB  
total sarcolemmal calcium buffer concentration with a low affinity in iz 
space, 0.6078 (mM) 
[ ]jnctotal HB  
total sarcolemmal calcium buffer concentration with a high affinity in jnc 
space, 0.398 (mM) 
[ ]jnctotal LB  
total sarcolemmal calcium buffer concentration with a low affinity in jnc 
space, 1.1095 (mM) 
bL  calcium-sarcolemmal buffer complex with a low affinity 
bH  calcium-sarcolemmal buffer complex with a high affinity 
CSQNBtotal  total buffer concentration of calsequestrin, 3.0 (mM) 
 
Bulk space (blk)
 
[ ] [ ] [ ] [ ]( ) [ ]CaMCakCaMCaCaMBCak
dt
CaMCad
CaM_offtotalblk
2
CaM_on ⋅−−⋅⋅=
+
      (S18) 
[ ] [ ] [ ] [ ]( ) [ ]TnChCakTnChCaTnChBCak
dt
TnChCad
TnCh_offtotalblk
2
TnCh_on ⋅−−⋅⋅=
+
   (S19) 
[ ] [ ] [ ] [ ]( ) [ ]SRCakSRCaSRBCak
dt
SRCad
SR_offtotalblk
2
SR_on ⋅−−⋅⋅=
+
               (S20) 
 
8 
 
Intermediate zone (iz) 
 
izLon
izLoff
izdL
izdL
iz
iztotal
izfree k
k
K
K
Ca
LBL
__
__
_
_
2 ,][1
][][ =
+
= +                                    (S21) 
 
iz_H_on
iz_H_off
iz_dH
iz_dH
iz
2
iztotal
izfree k
k
K,
K
]Ca[1
]HB[]H[ =
+
= +                                  (S22) 
iz_dH
iz
iz_dL
iz
iztot
iz
2
K
]Hf[
K
]Lf[1
]Ca[]Ca[
++
=+  
                                                                            (S23) 
 
Junctional space (jnc) 
 
jnc_L_on
jnc_L_off
jnc_dL
jnc_dL
jnc
2
jnctotal
jncfree k
k
K,
K
]Ca[
1
]LB[
]L[ =
+
= +                                 (S24) 
jnc_H_on
jnc_H_off
jnc_dH
jnc_dH
jnc
2
jnctotal
jncfree k
k
K,
K
]Ca[
1
]HB[
]H[ =
+
= +                                (S25) 
 
jnc_dH
jnc
jnc_dL
jnc
jnctot
jnc
2
K
]Hf[
K
]Lf[
1
]Ca[
]Ca[
++
=+
                                             (S26) 
                                                            
Release site of the SR (SRrl)
 
CSQNon
CSQNoff
CaCSQNd k
k
K
_
_
__ =
 
1a =  
[ ] [ ] Ca_CSQN_dSRrl2totaltotal KCaCSQNBb +−= +  
[ ]SRrl2totalCa_CSQN_d CaKc +⋅−=  
9 
 
[ ]
a
cabbCa SRrl ⋅
⋅⋅−+−
=+
2
422
                                        
 
Rate constants of Ca2+ buffers 
238.0_ =CaMoffk
 
34_ =CaMonk
 
000032.0_ =TnChoffk
 
37.2_ =TnChonk
 
06.0_ =SRoffk
 
100_ =SRonk
 
3.1__ =izLoffk
 
100__ =izLonk
 
03.0__ =izHoffk
 
100__ =izHonk
 
3.1__ =jncLoffk  
100__ =jncLonk
 
03.0__ =jncHoffk
 
100__ =jncHonk
 
65_ =CSQNoffk
 
100_ =CSQNonk
 
 
 
4. Ion channel current 
GHK equation 
 イオンチャネル電流はオームの法則あるいはGHK式により記載した。GHK式は、単位系を
mMからpAに変換するためにオリジナルGHK式に変換因子P (pA.mM-1)を用い、各イオン(X)
の電流(I)はS27式のように定義した。 
XGHKPI ⋅=                                                               (S27) 
10 
 
where GHKX is, 











 −−











 −⋅−
⋅=
RT
FVzexp1
RT
FVzexp]X[]X[
RT
FVzGHK
mX
mX
oi
mX
X
                               (S28)
 
 
Nernst equation 






⋅
⋅
⋅
=
i
o
X
X X
X
Fz
TRE
][
][log
                                                     (S29)
 
 
主要なイオン電流系のゲーティングモデルは、それぞれ下記Figureやモデルパラメータ調
整に用いた実験データから定義した。背景電流の基本部分はモルモット心筋モデル(Takeuchi 
et al., 2006)を用いた。細胞膜カルシウムポンプ電流(PMCA)は、Haoらの報告(Hao et al., 1994).
を基に1個の細胞内Ca2+イオンと1個の細胞外H+イオンが交換するモデルとした。H+トラン
スポーターは本モデルでは省略し、細胞内pHは7に固定した。各モデルの数式や実験データ
の再現は下記Figureに示した。 
 なお、細胞内Ca2+イオン濃度に依存する電流系（ICaL, IKs, ICab, ILCa, INCX, IPMCA）は、それぞ
れのイオンチャネルが局在しているCa2+コンパートメントのCa2+濃度に依存している。 
 
 
L-type Ca2+ current (ICaL) 
ICaLモデル構造については主論文のカルシウム遊離ユニット（CaRU）の項に詳しく記載
した。 
 
Current amplitude 
ICaLは Ca2+, Na+, K+ を透過するモデルであり、それぞれ GHK 式は下記のように定義した。 
)(
)()(
______
____________
blkKCaLblkNaCaLblkCaCaL
izKCaLizNaCaLizCaCaLjncKCaLjncNaCaLjncCaCaLCaL
III
IIIIIII
+++
+++++=
    (S30) 
3
a_CaLa_XX_CaLa_CaLa_X_CaL
)
]ATP[
4.1(1
1pOGHKPfI
+
⋅⋅⋅⋅= ,                       (S31) 
a = (blk, iz, jnc), X = (Ca, Na, K).     A [ATP] of 6 mM was used for convenience.  
 
Fraction of ICaL 
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10.0f blk_CaL =  
15.0_ =izCaLf  
75.0_ =jncCaLf  
 
Converting factors 
21.14P Ca_CaL =  
Ca_CaLNa_CaL P0000185.0P ⋅=  
CaCaLKCaL PP __ 001468.0 ⋅=  
 
Voltage- and Ca2+-dependent gates 
ICaLのゲーティング構造は主論文の図 2 パネル A 中に記載した。図 2 に示したゲーティ
ングモデルは、Hinch ら(Hinch et al. (2004))によって定義された CaRU における dyadic 
space における RyR チャネルと ICaLの最小単位モデルを示している。同様の ICaLの最小単
位モデルは、異なるカルシウムコンパートメントに局在している ICaLにも使用した。 
Fig.S1 は ICaLの電位依存性キネティックスを図示した。各速度定数（α+とβ-）はヒト成人
正常心筋細胞(Li et al., 1999; Magyar et al., 2000) やヒト幼児心筋細胞(Pelzmann et al., 1998)を
用いたヒト正常体温(36-37°C)での電位固定実験データ、およびヒト心筋を用いた室温での
実験データ(Beuckelmann et al., 1991; Mewes and Ravens, 1994)を参照して決定した。Ca2+濃度
依存的不活性化過程の速度定数は、Hinch ら Hinch et al. (2004)が形式的に用いていた数値を
使用した。 
 
12 
 
 
Fig. S1  L 型カルシウムチャネル(LCC)のゲートモデルの電位依存性 
パネル A; 電位ゲートにおける活性化 (α+)および不活性化(α-)速度定数。パネル B; 定常状態の活性化曲線(
赤線)と Ca2+ 不活性化曲線(青線)。 パネル C; [Ca2+]nd / KL (red)の片対数グラフ表示。[Ca2+]nd は LCC の開
状態下の濃度を計算した。パネル D; Ca2+-依存性不活性化速度 (ε+)および脱活性化速度 (ε-)。なお、ε- は
S35 式にあるように 2 つの項の合計であり、第 1 項と第 2 項は、パネル D の電位依存関係図より決定した
。  
 
V-gate 
,
)
3500
)2(exp(35.0)
7
)2(exp(55.5
1
+−
⋅+
+−
⋅
=+
mm VV
α
                        (S32)
 
,
)
100
)2V(exp(35.1
15
)2V(exp(35.4
1
mm +⋅+
+
⋅
=α−
                              (S33) 
 
Ca2+ gate 
L
nd
2
KL
]Ca[
⋅τ
α⋅
=ε
+
+
+
+                                                            (S34) 
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)1)
5.4
48((
)0225.0)
5.4
48((6
+
−
+
⋅
+
−
+
⋅
+=
−
−
+
− VmExpL
VmExp
L ττ
α
ε                                         (S35) 
[Ca2+]nd は CaRU における dyadic space の Ca2+濃度を示す。 [Ca2+]nd の iz 空間およ
び blk 空間における Ca2+濃度も CaRU と同様に計算した。なお、LCC が閉口状態となる
場合は、[Ca2+]nd = [Ca2+]iz or [Ca2+]nd = [Ca2+]blkの関係式が成立する。   
 
1495,1885,00022.0 === −+ LLKL ττ  
 
 
Sodium current (INa) 
細胞全体のINaはINaTとINaLの合計であり、INaT の割合 (fL) は 0.1575とした。INa はNa+と
K+の両方を透過するチャネルで、その透過計数(PNa/PK)は10とした。  
NaLNaTNa III +=                                                             (S36) 
1575.0=Lf  
756.6=NaP        (pA/mM) 
 
INaTと INaLのゲーティングモデルの模式図を図 3 に示した。C1および C2は閉状態を、O
は開口状態を、 I1, I2および ISは不活性状態を示す。 図中の太長方形線に囲まれた閉口状
態(C)は、C1と C2の複合状態とした。 速度定数(kxy)は、kIsfと kIsbを除く状態 x から y への
正方向および逆方向の速度定数を示す。INaTと INaL の 2 つのモデルは INaLに I1状態が存在す
ること以外は同一もモデルとした。 
 
 Fig.S2には参照した実験データをそれぞれ異なる表示で示し、モデルシミュレーション結
果を赤線あるいは破線で重ね書きした。INaモデルは、実験データを再現することができた
。実験データは、Nagatomoらのヒト心筋型Na+チャネル発現細胞から得られたデータ
(Nagatomo et al. (1998))を除き、残りはヒト単離心室筋細胞から得られ実験データを用いた。
ただし、Nagatomoらの実験結果は33 ºCの実験であるが、ヒト単離心筋細胞の実験はそれぞ
れ、17 ºC (Sakakibara et al., 1993), 24 ºC (Schneider et al., 1994), 22-24 ºC (Maltsev et al., 1998)で
あった。生理的正常体温(37 ºC)のデータを得るため、Fig.S2のパネルB、D、EおよびFでは
変換因子(Q10)を2.2(Maltsev and Undrovinas, 2006)としてデータを採用した。シミュレーショ
ンは、細胞外[Na+]濃度を実験条件に合わせて5 mM (Maltsev et al., 1998; Sakakibara et al., 
14 
 
1993)、細胞内[Na+]濃度を70 mM (Schneider et al., 1994)あるいは140 mM(Nagatomo et al. 
(1998))として計算した。 
 Schneiderらは、コンディショニングパルスを異なる時間与えることで不活性化曲線を描
いた(Schneider et al. (1994))。コンディショニングパルスの時間が長いほど、不活性化曲線は
左にシフトし、512 msで飽和した。本モデルでは、この特性を再現しており、パネルCに示
すように、コンディショイングパルスを32, 64, 128, 256および512 msとそれぞれ変化させる
ことで、不活性化曲線のシミュレーション結果（破線）が右から左へと移動することを再
現している。なお、パネルCの赤線は、コンディショニングパルスを1 sとしたシミュレーシ
ョン結果を示す。 
 
Fig. S2 INaチャネルの速度定数と実験データ 
パネルAには活性化曲線、パネルBにはピーク到達時間、パネルCには不活性化曲線、パネルDには速い不
活性化時定数(τfast) 、パネルEにはINaLの不活性化時定数(τinact,INaL)、パネルFには保持電位-120 mVからのリ
カバリー時定数を示す。詳細については本文参照。 
 
 
Transient component (INaT) 
( ) NaTKNaNaLNaT )O(pGHK1.0GHKP)f1(I ⋅⋅+⋅⋅−=                              (S37) 
 
( ) NaTICOCNaCIsfNaTsIsbNaTCINaTOCNaT CpkkfkIpkIpkOpkdt
Cdp )()()()()()( 222_22 ⋅+⋅+−⋅+⋅+⋅=
15 
 
                                                                           (S38) 
( ) NaT2OIOCNaTO2CNa_CNaT2O2INaT )O(pkk)C(pkf)I(pkdt
)O(dp
⋅+−⋅⋅+⋅=
           (S39)
 
( ) NaT2IsfO2IC2INaTsIsbNaT2OINaT2I2CNa_CNaT2 )I(pkkk)I(pk)O(pk)C(pkfdt
)I(dp
⋅++−⋅+⋅+⋅⋅=
                                                                           (S40) 
NaTsIsbNaTIsfNaT2Isf
NaTs )I(pk2)C(pk)I(pk
dt
)I(dp
⋅⋅−⋅+⋅=
                       (S41) 
 
The instantaneous distribution between C1 and C2 state is, 





 +−+
=
+
=
7
48exp1
1
)( 21
2
_
m
NaC VCC
Cf                         (S42) 
The rate constants are, 


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
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




⋅+




⋅
=
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exp53.0
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exp0.30
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OC VV
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





−
⋅+





−
⋅
=
0.2000
exp34.0
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2
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                             (S45)
 
0001312.02 =OIk                                                            (S46) 
OCOI
OCOI
IC
kk
kkk
22
2
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⋅
⋅
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                                                     (S47)
 
222 5.0 ICCI kk −=                                                            (S48) 

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Late component (INaL) 
( ) NaLKNaNaLNaL )O(pGHK1.0GHKPfI ⋅⋅+⋅⋅=                                  (S51) 
 
( )( ) NaLICICOCNaCIsf
NaLsIsbNaLCINaLCINaLOC
NaL
Cpkkkfk
IpkIpkIpkOpk
dt
Cdp
)(
)()()()()(
12222_
2211
⋅++⋅+−
⋅+⋅+⋅+⋅=
          (S52)
 
( ) NaL1OIOCNaLO2CNa_CNaL1O1INaL )O(pkk)C(pkf)I(pkdt
)O(dp
⋅+−⋅⋅+⋅=
            (S53)
 
( ) NaL12I1IC1IO1INaL1I2CNa_CNaL1OINaL1 )I(pkkk)C(pkf)O(pkdt
)I(dp
⋅++−⋅⋅+⋅=
     (S54)
 
( ) NaL2IsfC2INaLsIsbNaL12I1INaL2I2CNa_CNaL2 )I(pkk)I(pk)I(pk)C(pkfdt
)I(dp
⋅+−⋅+⋅+⋅⋅=
 
                                                                           (S55) 
NaLsIsbNaLIsfNaL2Isf
NaLs )I(pk2)C(pk)I(pk
dt
)I(dp
⋅⋅−⋅+⋅=
                        
(S56) 
 
00534.021 =IIk  
21 OIOI kk =  
01.01 =OIk  
CICI kk 21 =  
2212 ICIC kk =  
 
 
Inward rectifier potassium current (IK1) 
IK1モデルは Yan and Ishihara (2005) モデルを採用した。 
 
( ) 1KKm1Kcyt_K_1K )O(pEVGI ⋅−⋅=                                             (S57) 
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Mode 1 のゲーティング模式図を Fig. S3A に示す。 
 
Fig. S3.  IK1モデルの Mode 1 ゲーティング模式図と電位依存関係図 
IK1モデルの電流電圧関係と実験データを示す。実線はそれぞれ実験条件で用いられていた細胞内外の K+
濃度でのシミュレーション結果を示す。上段には Mg2+および Spermine (SPM)阻害の状態遷移図を示す。詳
細については本文参照。 
 
2emod1emod1K popo)O(p +=                                                     (S59) 
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The Mg2+-block in the mode1 
OOOMg fffpo ⋅⋅=          
BOOMg fffpo ⋅⋅⋅= 0.31        
BBOMg fffpo ⋅⋅⋅= 0.32  
MgMg
Mg
Of β+α
α
=
,     MgMg
Mg
Bf β+α
β
=
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( )( )KmMg EV −⋅−⋅=α 025.0exp0.12                                            (S63) 
( )( )KmcytMg EVMg −⋅⋅⋅= + 025.0exp][28 2β                                      (S64) 
[Mg2+]cyt = 0.8 mM 
 
The SPM-block in the mode1 
( ) spmSPMspmMgSPMspm PbPb1podt
dPb
⋅α−−⋅⋅β=
                                  (S65)
 
( )( )( )
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図 8 パネル B に示したシミュレーションでは、IK1モデルの Mode 1 ゲーティングを S68 式
のように定常状態式とした結果を示した。 
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Delayed rectifier K+ current, fast component (IKr) 
IKr電流はオーム式で定義した。  
( )
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01.0GKr =  
 
チャネルの開状態は 3 つのゲーティングパラメータで表現した( y1, y2 and y3)。 
( ) 321Kr yy4.0y6.0)O(p ⋅⋅+⋅=                                                 (S70) 
( ) 11111 0.1 yydt
dy
yy ⋅−−⋅= βα
                                                 (S71) 
( ) 22222 0.1 yydt
dy
yy ⋅−−⋅= βα
                                                (S72) 
( ) 33333 0.1 yydt
dy
yy ⋅−−⋅= βα
                                                (S73) 
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

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

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

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 IKrモデルのキネティックスを Fig.S4 に示し、参照した実験データを重ね書きした。1-s
間の脱分極刺激を与えた IKr電流波形をパネル A に示した。中段には、2 つの活性化ゲート
である y1 (gray) 、y2 (green)を、下段に不活性化ゲート y3 (dark red lines)の時間変化を示した。
最大電流密度は、50 mV で約 0.3 pApF-1 であり、ヒト心室筋細胞から得られた実験データか
ら決定した(0.45 pA pF-1 (Li et al., 1996), 0.25 pA pF-1 (Iost et al., 1998) and 0.31 pA pF-1 (Magyar 
et al., 2000))。Li らの実験(Li et al., 1996),で、は正常体温(35-36 °C)における IKr特異的阻害剤
である E-4031 感受性電流である。パネル C には、脱分極パルス(10 < Vm < 50)および末尾電
流(-70 < Vm < -30)から得られた活性化時定数(τact)の実験データおよびシミュレーション結果
を示した。Li et al. (1996)は ICaL電流を阻害する目的で CdCl2を用いているが、これはテール
電流に影響を与えることが Iost et al. (1998)らによって指摘されている。しかしながら、Li
らの結果は Iost らの実験結果と非常に近似しており、おそらく CdCl2による影響を補正して
あるものと考えられた。パネル B には両者の実験結果を示した。 
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Fig.S4  IKrモデルのキネティックス 
パネルA: 電位固定実験プロトコール; 保持電位-40 mVから1-sの脱分極刺激を-30 mVから+50 mVまで10 
mV感覚で与えた。パネルB: 脱分極電流(blue) および末尾電流(red line)の電流電圧関係。脱分極電流とテー
ルピーク電流の測定点はパネルAの各矢印の時点である。Li et al. (1996)らの結果(closed and open circles)と
Iost et al. (1998)らの結果(open squares)を比較のために図示した。パネルC: y1 (gray) およびy2 (green curve)の
時定数をIost et al. (1998) (open squares)、Jost et al. (2008) (triangles, cited by Grandi et al. (2010))らの実験データ
とともに示した。 
 
 
Delayed rectifier K+ current, slow component (IKs) 
IKsはK+とNa+ 成分からなり、改変GHK式により記載した。K+とNa+ の透過比(PNa/PK)は0.04
とした。 
)()( ________ blkNaKsblkKKsizNaKsizKKsKs IIIII +++=                               (S74) 
a_KsXX_Ksa_Ksa_X_Ks )O(pGHKPfI ⋅⋅⋅=                                         (S75) 
Converting factors
 
6955.0_ =KKsP  
KKsIKsNa PP __ 04.0 ⋅=  
 
IKs は 10%が jnc 空間に局在し、残りのチャネルは blk 空間に局在する。  
1.0_ =izKsf  
9.0_ =blkKsf  
 
( ) ( )01.0)O(p99.0)O(p)O(p Ca2Va_Ks +⋅⋅= ,   a = (blk, iz),   X = (K, Na)  (S76) 
なお、恒常的に 1%は活性かしており、これは Ca2+ゲートと仮定した。 
 
Voltage gate 
 電位依存性活性化ゲートは 2 状態モデルとして定義した。 
( ) )O(p)O(p0.1
dt
)O(dp
V1V1
V ⋅β−−⋅α=
                                       (S77) 





−⋅+




−⋅
=α
0.200
exp0.900
0.25
exp0.150
0.1
1
mm VV  
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




⋅+




⋅
=
0.50
exp0.220
0.13
exp0.1000
0.1
1
mm VV
β
 
 
Calcium gate 
Ca2+依存性活性化ゲートは3状態モデルとして定義した。3状態はC1からC2 、Oc状態へと連
続的に遷移し、Ca2+結合反応はC2 からOcへの遷移過程に起こる。  
 
)()()( 222 CaaaCa OpCpdt
Odp
⋅−⋅= βα
                                         (S78)
 
)()()()()( 22223132 Caaaaaa OpCpCpCpdt
Cdp
⋅+⋅−⋅−⋅= βαβα
                  (S79)
 
)()(1)( 21 Caaa OpCpCp −−= ,          a = (blk, iz)                        (S80) 
 
aa Ca ][24.2
2
2
+⋅=α ,  
000296.02 =β  
0003.03 =α  
03.03 =β  
 
 Fig. S5には、IKsのシミュレーション結果と実験データ(circles)を示した。モデルシミュレ
ーションはRyRからのCa2+を除いた条件下で実施した。これは実験データ(Virag et al., 2001)
では、5 mM EGTAを用いてCa2+をほぼ完全に除去した条件で行われており、実験条件を合
わせるためである。なお、ヒト心筋細胞を用いた実験では、Ca2+依存性に関する検討は実施
されていなかったため、Ca2+依存性モデル(OCa)についてはモルモット心筋細胞モデルと同じ
モデルを用いた。Li et al. (1996)らは、ヒト心室筋細胞のIKs電流をE-4031非感受性成分とし
て測定しており、我々のモデルよりも大きな電流があると報告している。しかしながら、
彼らはIK1電流阻害のために0.5 mM BaCl2を適用させており、このため大きなテール電流が発
生していると考えられる。我々は、電流密度に関しては、Liらの実験データではなく、選択
的IKs阻害薬であるL-735,821やchromanol 293Bを用いた実験結果(Iost et al., 1998; Virag et al., 
2001)を参考にした。 
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Fig.S5  IKs モデル 
パネルA: 保持電位-40 mVから5-sの脱分極刺激を-30 mVから+50 mVまで10 mV間隔で刺激したIKs電流。テ
ール電流部分を拡大した図を図中に挿入した。実験データは50 mV条件下のVirag et al. (2001) のデータを重
ね書きした。パネルB: IKsモデルのピーク電流値を膜電位に対してプロットし、実験データ(Virag et al., 2001)
を重ね書きした。Virag et al. (2001)らのよりも我々のIKsモデルの電流密度は大きい値を採用したが、これは
IKs電流阻害による活動電位持続時間延長作用を検討した実験結果(Bosch et al., 1998)を再現するためである
。パネルC: 脱分極パルス(10 < Vm < 60)およびテール電流(-50 < Vm < 0)から得られた活性化時定数(τact)の実
験データおよびシミュレーション結果を示した。我々のモデルは実験データを良く再現している。 
 
 
Transient outward K+ current (IKto) 
IKtoはK+とNa+ 成分からなり、GHK式により記載した。K+とNa+ の透過比(PNa/PK)は0.09
とした。ゲーティング及びコンダクタンスは、心筋外膜および心筋内膜それぞれ分けて定
義した。本モデルでは心筋内膜側のモデルを用いた。今回は結果を示していないが、下記
に記した心筋外膜IKtoモデルを入れ替えれば、心筋外膜の活動電位波形をシミュレートする
ことも可能である。 
 
KKtoNaKtoKto III __ += ,                                                        (S81) 
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KtoXX_KtoX_Kto )O(pGHKPI ⋅⋅= ,                X = (K, Na)                    (S82) 
Converting factors were,  
)(08553.0),(01825.0_ EpiEndoP KKto =  
KKtoNaKto PP __ 09.0 ⋅=   (Endo and Epi) 
 
 ゲーティングは活性化ゲート(y1)と不活性化ゲート(y2)を定義し、両ゲートは 2 状態モデ
ルを採用した。活性化パラメータは Fig.S6 に示した実験データから決定した 
 
Kto2Kto1Kto yy)O(p ⋅=                                                         (S83) 
 
( ) KtoKtoyKtoKtoyKto yydt
dy
1111
1 0.1 ⋅−−⋅= βα
                                       (S84)
 
( ) KtoKtoyKtoKtoyKto yydt
dy
2222
2 0.1 ⋅−−⋅= βα
                                      (S85)
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Epicardium 
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 IKtoモデルについて、実験データとともにFig.S6に示す。不活性化キネティックスはパネル
A及びBに、不活性化時定数はパネルC及びDにあるように、実験データと良く一致している
。実験データは主に生理学的体温(35-36 °C)に近い温度で測定されたヒト心室筋細胞から得
られたデータ（Nabauer et al. (1996) (square), Li et al. (1998) (open triangle) and Wettwer et al. 
(1994) (inverted filled triangle)）を基にした。Li et al. (1998)は、IKtoの電位依存性は温度に依存
しないと報告している。一方、不活性化時定数や回復速度は依存すると報告している。そ
のため我々は、活性化や不活性化の電位依存性に関しては、室温で行われた実験結果を基
に調整した。IKtoのシミュレーション結果は、Nabauer et al. (1996)の実験結果を良く再現して
おり、パネルE及びFに示すように心筋内膜のIKtoの不活性化からのリカバリー速度は心筋外
膜側のそれより遅いことも良く一致している。パネルE及びFには活性化ゲート(y1)と不活性
化ゲート(y2)を重ね書きしており、この結果からリカバリー速度はy2ゲートが主な役割を果
たしていることが解る。 
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Fig.S6 心筋外膜および心筋内膜の IKtoモデル 
左カラムには心筋外膜IKtoモデルを、右カラムには心筋内膜IKtoモデルの結果を示す。パネルA, B: 定常状態
活性化および不活性化曲線。パネルC, D: 不活性化時定数。図中の各シンボルは3つの実験データを示し、
実線はシミュレーション結果を示す。パネルE, F: 保持電位-80 mVから+40 mVへのダブルパルスプロトコ
ールによる不活性化からのリカバリー速度をシミュレートした結果を示す。 
 
 
Time-independent currents, IKpl, ICab, IbNSC, Il(Ca), and IKATP 
上記電流系は Takeuchi et al. (2006)のモデルを採用した。 
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Voltage-dependent potassium current (plateau current) (IKpl) 
K
m
m
KplKpl GHKV
VPI ⋅





−−
⋅=
0.13
exp1
                                           (S86)
 
[ ] 61.0
4.5
000043.0 





⋅=
+
O
Kpl
KP
                                                 (S87)
 
 
Background calcium current (ICab) 
blkCabizCabCab III __ +=                                                         (S88) 
CaaCabaCab GHKfI ⋅⋅= __ 0006822.0 ,       a = (blk, iz)                   (S89) 
  
Fraction of ICab 
1.0_ =izCabf  
9.0_ =blkCabf  
 
Background non-selective cation current (IbNSC) 
NabNSCKbNSCbNSC III __ +=                                                      (S90) 
XXbNSCXbNSC GHKPI ⋅= __ ,            X = (K, Na)                      (S91) 
 
00014.0_ =KbNSCP  
00035.0_ =NabNSCP  
 
Calcium-activated background cation current (Il(Ca)) 
blkKCalblkNaCalizKCalizNaCalCal IIIII __)(__)(__)(__)()( +++=                          (S92) 
aXaCalXCalaXCal poGHKfPI ⋅⋅⋅= _)(_)(__)(  ,       X = (Na, K),  a = (blk, iz)      (S93) 
3
a
2
a
]Ca[
0012.00.1
0.1)O(p






+
=
+
                                                    (S94)
 
 
Fraction of Il(Ca) 
28 
 
1.0_)( =izCalf  
9.0_)( =blkCalf  
 
00273.0_)( =NaCalP  
NaCalKCal PP _)(_)( =  
 
 
ATP-sensitive potassium current (IKATP) 
( ) IKATPKATPKmKATPKATP poEVGI χ⋅⋅−⋅=                                        (S95) 
[ ] 2cyt
KATP
1.0
ATP
0.1
8.0)O(p






+
=
                                                (S96)
 
[ ]( ) 24.00236.0 oIKATP K +⋅=χ                                                    (S97) 
674.17=KATPG  
 
 
5. Transporters 
Na+/K+ pump current (INaK) 
Na+/K+ポンプモデルは Smith and Crampin (2004)のフレームワークを基にした Oka et al. 
(2010)のモデルを採用した。  
NaKcycNaKNaK vAmpI _⋅=                                                       (S98) 
35.24=NaKAmp  
 
NaKNaNaKNaNaK IStoiI ⋅= __ , 3_ =NaNaKStoi                               (S99) 
NaKKNaKKNaK IStoiI ⋅= __ ,  2_ −=KNaKStoi                             (S100) 
 
The state transition is described by the four state model. 
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               Scheme 1. Na/K pump model 
 
13_8272_ PPv NaKcyc ⋅−⋅=
−+ αα                                                  (S101)                                                           
6_1415_144716_11
6_1 PPPP
dt
dP
⋅−⋅+⋅+⋅−= −+−+ αααα
                              (S102)
 
716_1113_8272
7 PPPP
dt
dP
⋅−⋅+⋅+⋅−= −+−+ αααα
                                  (S103)
 
13_827215_14313_83
13_8 PPPP
dt
dP
⋅−⋅+⋅+⋅−= −+−+ αααα
                            (S104) 
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50, =NaidK  
8.260, =NaedK  
8.180, =KidK  
8.00, =KedK  
6.0, =MgATPdK  
14.0−=∆Nai  
44.0=∆Nao  
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14.0−=∆Ki  
23.0=∆Ko  
 
 
Na+/Ca2+ exchange current (INCX) 
NCX モデルは Takeuchi et al. (2006) のモデルを採用した。  
 
21
2211
111
4321
222 )1(
II
yCaEENaE
kkkk
yCaEENaE
KmCaiKmNai
KmCaoKmNao
β↓↑αβ↓↑α
 →← →←
α↑↓β↑↓↑↓
− →← →←
     Scheme 2 NCX
 
  
aNCXaNaNCX II ___ 3 ⋅=                                                          (S105) 
aNCXaCaNCX II ___ 2 ⋅−=                                                         (S106) 
aNCXcycNCXaNCXaNCX vAmpfI ____ ⋅⋅= ,                                         (S107) 
a_NCX22a2a_NCX11a1a_NCX_cyc )E(p)NaE(qk)E(p)NaE(qkv ⋅⋅−⋅⋅=   a = (blk, iz)  (S108) 
 
blkNCXizNCXNCX III __ +=                                                     (S109) 
 
Fraction of INCX 
1.0_ =izNCXf  
9.0_ =blkNCXf  
 
06.61=NCXAmp  
 
( )X_2X_1a_Ea_NCX1a_2a_NCX2a_1a_NCX1Ea_NCX2a_NCX1 )E(p)I(p)I(p)E(pdt
)E(dp
α+α+β⋅−β⋅+β⋅+α⋅=
                                                                           (S110) 
a_1a_NCX1a_1a_NCX1
a_NCX1 )I(p)E(p
dt
)I(dp
β⋅−α⋅=
                              (S111)
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a_2a_NCX2a_2a_NCX1
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dt
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( )( )offaCainaonaCainaaa ffNaEq _1__1_1_1 1)( ααα ⋅−+⋅⋅=                           (S118) 
( ) offaCainaonaCainaa ff _1__1__1 1 βββ ⋅−+⋅=                                      (S119) 
( ) offaCainaonaCainaa ff _2__2__2 1 ααα ⋅−+⋅=                                     (S120) 
( ) offaCainaonaCainaa ff _2__2__2 1 βββ ⋅−+⋅=                                     (S121) 
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0.13 =k  
0.14 =k  
 
002.0_1 =onα  
0015.0_1 =offα  
0012.0_1 =onβ  
0000005.0_1 =offβ  
00006.0_2 =onα  
02.0_2 =offα  
81.0_2 =onβ  
0002.0_2 =offβ  
5.87, =NaomK  
74854.20, =NaimK  
38.1, =CaomK  
0184.0, =CaimK  
004.0, =actmK  
 
Plasma membrane Ca2+-ATPase current (IPMCA) 
IPMCA モデルは iz 空間及び blk 空間に局在し、Grandi et al. (2009) のモデルを採用した。簡
略化のため H+共輸送機構は無視した。電流の大きさ(AmpPMCA)はオリジナルモデルから調整
した値を用いた。 
 
blkPMCAizPMCAPMCA III __ +=                                                    
(S127) 
( )
( ) ( ) 6.16.1
6.1
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a
PMCAaPMCAaPMCA
CaK
CaAmpfI
+
+
+
⋅⋅=  ,           a = (blk, iz)       (S128) 
Fraction of IPMCA 
1.0_ =izPMCAf  
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9.0_ =blkPMCAf  
6151.0=PMCAAmp  
0005.0=mK  
                                         
 
6. SR calcium dynamics 
CaRU 
LCC-RyR tight couple モデルは Hinch et al. (2004)モデルを採用した。モデル構造の改良につ
いては、主論文の第１章方法（図 1、2）に詳しく記載した。RyR モデルは Hinch et al. (2004) 
を一部改変したモデルを採用し、LCC モデルは L-type Ca2+ current (ICaL)項に詳しく記載
した。 
 
RyR channel and the Ca2+ leak from SR (Jrel_SR, and Jleak_SR) 
Ca2+ flux 
)][Ca-]([Ca )p(O)(PJ jnc
2
SRrl
2
_RyRrel_SR
++⋅+⋅= basalOp                           (S129) 
yocoyccoycooyooo  p(O) +++=                                            
(S130)
 
0000504.0PO_basal =                                           
1
RyR msfL3532P
−⋅⋅=       
 
Kinetics 
RyRチャネルの状態遷移モデルは下記Scheme 3に図示したように、閉状態 (C), 開状態(O) 
及び不活性化状態(I)とした。 
         Scheme 3, RyR model 
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The parameters of the modified RyR model are listed in Table S7. 
  Table S7. The parameters of RyR after the modification compared with the original model 
Parameter Definition Original New model 
KRyR Half concentration of activation 41 µM 20.5 µM 
tR Time switching between C and O states 1.17 tL 0.1 ms 
φR Proportion of time closed in open mode 0.05 0.5 
τR Inactivation time constant 2.43 ms 2.43 ms 
θR Reciprocal of proportion of time inactivated in open mode 0.012 0.00048 
c Biasing to make inactivation a function of [Ca2+]ds 0.01 0.01 
d Biasing to make inactivation a function of [Ca2+]ds 100 100 
 
The [Ca2+]nd (indicated in Fig. 1) is given as described below. 
LCC closed; RyR closed: 
jncnd ]Ca[]Ca[ =
                                   (S135)
 
LCC closed; RyR open: 
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LCC open; RyR closed: 
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LCC open; RyR open: 
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1
D msfL065.0g
−⋅⋅=            diffusion conductivity (original (Hinch et al., 2004))   
1
R msfL02.0J
−⋅⋅=              conductivity of single unit of RyR (original) 
1
L msfL000913.0J
−⋅⋅=          conductivity of single LCC (original) 
TR
VFzv Ca
⋅
⋅⋅
=d  
Sarcoplasmic reticulum Ca2+ pump (SERCA) current (JSERCA) 
SERCA モデルは Tran et al. (2009)が開発した 3 状態モデルを修正して採用した。オリジナ
ルモデルでは、カルシウム結合には細胞質のキャリアータンパク質と管腔内の H+イオンに
よって制御されていた。我々の細胞モデルでは H+イオン動態は計算せず一定の pH で計算
するため、便宜的に細胞質 pH を 7、管腔側の pH を 11 としてモデル計算を行った。その結
果、各速度定数は Scheme 4 に示すような形に簡略化され、細胞質および管腔の Ca2+濃度、
細胞質 MgATP 濃度、MgADP および Pi 濃度の関数として定義された。加えて、Hill 係数と
現象上の解離定数である KdCaiは、Kargacin and Kargacin (1994)の結果を基に決定した。 
KdCai = 0.0027 mM 
KdCasr = 1.378 mM 
 
         Scheme 4 SERCA model 
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]Pi[1493 ⋅=β                                                               (S144) 
 
The turnover rate is, 
231321321231213132
)321321(86.6
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Ca2+ transfer from SR uptake site to release site (Jtrans_SR) 
745.22=transP                                                              (S146) 
 
)]Ca[]Ca([PJ SRrl
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++ −⋅=                                        (S147) 
 
7. Contraction 
収縮モデルにはNegroni and Lascano (2008) モデルを採用した。
 
トロポニンシステムとCa2+との結合は3つの結合部位があり、その計算は式S148に示した。 
1000
3 333
3

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8. Reproduction of experimental measurements of INCX and ICaL by Acsai et al. 
(2011) 
 
Acsai et al. (2011)の実験と同じ膜電位固定実験プロトコールを用いて、INCXの活性化と ICaL
不活性化のシミュレーション結果を Fig.S7 に示す。NCX は 10%が iz 空間に、残りは blk
空間に局在しているものとした。INCXのテール電流は、主に 10 ms の脱分極刺激による iz
空間での Ca2+トランジェントにより大部分が活性化されている（Fig.S7 下段パネル参照）。
Fig.S7 パネル A の結果より、全 INCX電流量に占める iz 空間の INCX電流量の比は実験的に
観察される値と一致した(Acsai et al., 2011)。 
Fig.S7 パネル B には SR からの Ca2+放出の有無による ICaL 不活性化速度を比較した結果を
示す。LCC チャネル自身を通って流入する Ca2+イオンによる不活性化に加え、SR からの放
出される Ca2+により、より不活性化速度が活性化されている。我々のモデルは、Acsai et al. 
(2011)らの実験結果を良く再現することに成功しており、彼らの仮定している nrs 空間上の
INCXの活性化と ICaL不活性化の Ca2+濃度依存性と一致した。 
  
Fig. S7 Ca2+放出部位近傍の Ca2+蓄積による影響の検証 
パネル A: 上段には保持電位-50 mV から 0 mV に 10 ms および 30 ms のステップパルスを与えた電位固定プ
ロトコールを示す。中段には 10-ms (左パネル) と 30-ms (右パネル)の各ステップパルスによって活性化さ
れた INCX,iz (red)、INCX,blk (green) および INCX,tot (black curve)の各電流を示す。下段には 10-ms と 30-ms のステ
ップパルスによる [Ca2+]blk および[Ca2+]iz 濃度変化を示す。これらは、Acsai et al. (2011)の実験の Fig.6 をシ
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ミュレートしている。パネル B: 上段には保持電位-50 mV から 30 mV に 100 ms のステップパルスを与えた
電位固定プロトコールを示す。中段には ICaL SR からの Ca2+放出の有り(black)、無し(red)による ICaL 不活
性化速度を比較した結果を示す。電流の大きさはピーク値を 1 として規格化し表した。  
 
9. Frequency-dependent changes in APD90, [Na+]cyt, Fb, [Ca2+]blk and [Ca2+]SRrl  
 我々のモデルが EAD・DAD メカニズムを解明するためのモデルとしての妥当性を検証
するため、生理学的な心拍数の範囲を超える幅広い刺激頻度における刺激頻度依存性につ
いて実験を行った。なお、刺激頻度依存性の検証には、収縮モデルは等張性収縮モデルと
し、外部張力は 6 mN/mm2 とした（Fig.S8）。APD90は心拍数の増加に伴い、連続的に短くな
った（Fig.S8 パネル A）。APD90 の短縮は、刺激頻度依存的な INa および ICaL の活性化に伴
う細胞内 Na+の蓄積と良く相関しており（Fig.S8 パネル B）、これは GPB モデル(Grandi et al., 
2010)や OHR モデル(O'Hara et al., 2011)によるシミュレーション結果と一致した。我々のモ
デルでは、1.25Hz 刺激の 1 刺激中の Na+イオンの流入の 37.1%が INa (INaT and INaL)によるも
のであり、37.7%が ICaL-INCX coupling によるものであった。SR 内 Ca2+濃度も刺激頻度の増加
に伴い増加し（Fig.S8 パネル D）、それに共に収縮力 Fb も活動電位発生による RyR からの
放出量が多くなると大きな収縮力を発生させた（Fig.S8 パネル C）。Ca2+とランジェンと Fb
は、2 Hz 付近まで増加し、その後現象に転じた。これは RyR と LCC の不活性化からの回復
が、刺激頻度が高くなるにつれて拡張期が短くなるため十分に回復しなくなったためであ
る。 
 様々な刺激頻度における本モデルの反応はヒト心筋細胞を用いた実験の結果と良く一致
しており、生理的範囲内においては刺激頻度の変更によるEADやDADは観察されなかった
。 
 
 
40 
 
Fig. S8 HuVECモデルの刺激頻度依存性 
各パネルの説明は本文に記載。 
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Model Code of HuVEC model PBMB version 
 
Imports System.Math 
Imports System.IO 
 
Module Model 
    'comments; 
    'This program represents the Huvec Model developed on the Visual Basic 2010. 
    'This model is published in 
    ' Asakura K, Cha CY, Yamaoka H., Horikawa Y., Memida H., Powell T, Amano A., Noma A. EAD and DAD 
mechanisms analyzed by developing a new human ventricular cell model. 
    'Prog Biophys Mol Biol. 2014 Available online 1. September  
 
 
    'This is a hybrid ventricular cell model developed on the compartment structure developed by E Grandi1, F S. 
Pasqualini, and D M. Bers (2010) J Mol Cell Cardiol 48:112 
    'The CaRU of Hinch et al (2004) is used to describe the local control theory for the CICR at the dyadic junction. 
    'The compartments were adjusted based on the Microdomain [Ca2+] near ryanodine receptors as reported by 
L-type Ca2+ and Na+/Ca2+ exchange currents Karoly Acsai1,2, Gudrun Antoons1, Leonid Livshitz3, YoramRudy3 
and Karin R. Sipido1 J Physiol 589.10 (2011) pp 2569–2583 
 
    'The ion channels or transporters are mostly based on the Kyoto model. 
 
    ' unit     concentration; mM, time msec, volume; fL, current pA 
 
    '+++++++++++++ Index     +++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++ 
    '********** Physical Contents ********** 
    '********** External Ion Concentrations ********** 
    '********** Cell size and related Parameters ********** 
    '********** Fraction of Currents jnc, iz, blk ********** 
    '********** Membrane potential **************************************** 
    '********** concentrations of ATP, ADP , Pi and H+ **************** 
    '*********  Ion Concentrations    ************************************** 
    '                           Calcium conc 
    '                           Sodium conc 
    '                           Potassium conc 
2 
 
    '                           Chloride concentration 
    '                           Magnesium concentration 
    '********** Buffer  parameters  ********** 
    '**********  Myoplasmic Calcium Buffers ****************************** 
    '                            Sodium Buffers 
    '                            Junctional and SL Calcium Buffers 
    '                            SR Ca buffer  
    '********** Diffusion between spaces ********** 
    '********** Nernst Potential  ********** 
    '********** GHK equation ********** 
    ' *********  Membrane Ion flux ****************************************** 
    '                            Ion transporters *************** 
    '                                    INaK   
    '                                    INCX   
    '                                    PMCA,   
    '                            Ion channels ********************* 
    '                                    ICaL  
    '                                    Injection current  
    '                                    INa  Kyoto  
    '                                    INab  
    '                                    IKr  
    '                                    IKs ********** 
    '                                    IKp ********** 
    '                                    Ito ********** 
    '                                    IK1 ********** 
    '                                    IClCa ********** 
    '                                    IClbk ********** 
    '                                    ICabk ********** 
    '*****::::***** SR fluxe: RyR-kinetics, SR Ca pump, SR Ca leak ********** 
 
    '**********  isometric contration of the NL model 2008  ********** 
 
    '********** mitochondria   Model ********** 
    '                           MODEL CONSTANTS   
    '                           Mitochondria  
    '                            cytosol  
3 
 
    '                           Extra Mitochondrial Processes  
    '                           Intra Mitochondrial Processes  
    '                           Membrane Processes  
 
    '********** technical variables ********** 
 
 
    '+++++++++++++++++++++++++++ Definitions ++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++ 
 
    '********** Physical Contents ********** 
    Public Const R As Double = 8.3143              ' mV C mmol-1 K-1     Gas constant    
    Public Const Faraday As Double = 96.4867      'C mmol-1        Faraday const. 
    Public Const tempK As Double = 310              'K 
    Public Const RTF As Double = R * tempK / Faraday 
    Public Const RTF2 As Double = R * tempK / Faraday / 2 
 
    '********** External Ion Concentrations ********** 
    Public Const Ko As Double = 4.5      'mM              'Physiological [K]o  = 4.5 mM for human  
    Public Const Nao As Double = 140    'mM            ' 
    Public Const Cao As Double = 1.8     'mM 
 
    '********** Cell size and related Parameters ********** 
    Public Const Cm As Double = 177          '138.1 * ratioCm              'pF 
 
    Public Const Vol_cell As Double = 115 * 20 * 8        'um 
    Public Vol_blk As Double = 0.65 * Vol_cell                 'fL 
    Public Vol_iz As Double = 0.035 * Vol_cell     '0.04 * Vol_cell           'fL 
    Public Vol_jnc As Double = 0.011 * Vol_cell                 'fL 
    Public Vol_cyt As Double = Vol_jnc + Vol_iz + Vol_blk             'fL 
    Public Const Vol_sr As Double = 0.035 * Vol_cell                 'fL 
    Public Const Vol_SRup As Double = 0.6 * Vol_sr             'fL 
    Public Const Vol_SRrl As Double = 0.4 * Vol_sr                   'fL 
 
    Public Const Rcm_mit As Double = 4.35     '  = (Vol_cyt / Vol_mit)      'volume ratio of cytosol/mitochondria   
    Public Vol_mit As Double = Vol_cyt / Rcm_mit       ' fL 
    Public Cm_mit As Double = 0.001 * Vol_mit * Faraday    ' pF 
4 
 
 
    Dim ampRatio As Double = 114621        ' = Vol_cyt * vRatio_mit 
    '********** Fraction of Currents jnc, iz, blk ********** 
    Public Const Frc_iz As Double = 0.1       'fractional  distribution at the iz myoplasm 
    Public Const Frc_blk As Double = 0.9       'fractional  distribution at the iz myoplasm 
 
    Public Const FrcCaL_jnc As Double = 0.75     'fractional distribution of ICaL at the junctional myoplasm 
    Public Const FrcCaL_iz As Double = 0.15     'fractional distribution of ICaL at the iz myoplasm 
    Public Const FrcCaL_blk As Double = 0.1    'fractional distribution of ICaL at the blk myoplasm 
 
    Public FrcNCX_jnc = 0                      'fractional distribution of NCX at the junctional myoplasm 
    Public Const FrcNCX_iz = 0.1              'fractional distribution of NCX at the iz myoplasm 
    Public Const FrcNCX_blk = 0.9           'fractional distribution of NCX at the blk myoplasm 
 
    '********** Membrane permeability 
    Public sclI1I2 As Double = 1 
 
    Public ampISERCA As Double = 50400 
    Public Ptrans As Double = 22.745 
    Public PSRleak As Double = 0.1782 
    Public PRyR As Double = 3532 
    Public Pbasal_RyR As Double = 0.0000504 'PSRleak / PRyR    '  basal open probability of RyRs 
 
    '**********Membranepotential ************************************************ 
    Public Vm As Double          'mV, membrane potential 
    Public Vcom As Double          'mV, command potential 
 
    Public dVmdt As Double     'dy/dt 
    Public Itot_Ca As Double     'total current of Calcium ion 
    Public Itot_Na As Double      'total current of Sodium ion 
    Public Itot_K As Double          '=Ito + IKr + IKs +IK1 - 2*INaK + ICaK + IKp 
    Public Itot_cell As Double       'total current 
 
    '*********  Ion Concentrations    ********************************* 
    Public ItotCa_jnc As Double 
    Public ItotCa_iz As Double 
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    Public ItotCa_blk As Double 
 
    Public Catot_jnc As Double 
    Public Catot_iz As Double 
    Public Catot_blk As Double 
    Public CabufferPower As Double        'defalt case = 1 
 
    Public Ca_jnc As Double            'free Ca in the junctional space 
    Public Ca_iz As Double            'free Ca in the iz space 
    Public Ca_blk As Double            'free Ca in the bulk space 
 
    Public dCa_jncdt As Double 
    Public dCa_izdt As Double 
    Public dCa_blkdt As Double 
 
    Public ItotNa_cyt As Double 
 
    Public Nai As Double                'no compartmentation 
    Public dNaidt As Double 
 
    Public ItotK_cyt As Double      'no compartmentation 
 
    Public Ki As Double 
    Public dKidt As Double 
 
    '*************** [Ca] within SR  *********************** 
    Public Ca_SRup As Double 
    Public dCa_SRupdt As Double 
 
    Public Ca_SRrl As Double 
    Public Cato_SRrl As Double 
    Public dCato_SRrldt As Double 
    '********** Nernst Potential  ********** 
    Public ECa_jnc As Double 
    Public ECa_iz As Double 
    Public ECa_blk As Double 
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    Public ENa As Double 
    Public EK As Double 
 
    '********** Reversal Potential defined in VL analysis  ********** 
    Public ErevCa_jnc As Double 
    Public ErevCa_iz As Double 
    Public ErevCa_blk As Double 
    Public ErevNa As Double 
    Public ErevK As Double 
    '********** GHK equation ********** 
    Public GHKCa_jnc As Double           'GHK equation for Ca 
    Public GHKCa_iz As Double           'GHK equation for Ca 
    Public GHKCa_blk As Double               'GHK equation for Ca 
    Public GHKNa As Double 
    Public GHKK As Double 
    '   *****************   VL analysis of GHK components ************ 
    Public dGHKCa_jnc As Double        'nS,  slope conductance of GHK equation for Ca    
    Public dGHKCa_iz As Double          'nS,  slope conductance of GHK equation for Ca 
    Public dGHKCa_blk As Double         'nS, slope conductance of GHK equation for Ca 
    Public dGHKNa As Double              'nS, slope conductance of GHK equation for Na 
    Public dGHKK As Double               'nS, slope conductance of GHK equation for K 
 
    '********** mitochondria   15 variables ********** 
    Public ATPt_cyt As Double             'mM ATP concentration 
    Public ADPt_cyt As Double             'mM  ADP concentration 
    Public Pi_cyt As Double                   'mM cytosol Pi concentration 
    Public PCr_cyt As Double               'mM PCr concentration 
    Public H_cyt As Double = 0.0001        'mM cytosol H concentration   Constant at present  
 
    Public ATPt_mit As Double             'mM  matrix ATP concentration 
    Public Pi_mit As Double                  'mM  matrix Pi concentration 
    Public NADH_mit As Double           'mM  matrix NADH concentration 
    Public H_mit As Double                   'mM  matrix H concentration 
    Public K_mit As Double                   'mM matrix K concentration 
    Public UQr_mit As Double               'mM matrix UQH concentration 
    Public ctCrd_mit As Double              'mM matrix cytcrome concentration 
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    Public O2_mit As Double = 0.24       'mM O2 concentration   This is constant. 
 
    Public dpsi As Double                  'mV  matrix membrane potential 
 
    Public dATPt_cytdt As Double             'mM/ms,  rate of cytosol ATP concentration 
    Public dADPt_cytdt As Double             'mM/ms,  rate of cytosol ADP concentration 
    Public dPi_cytdt As Double                   'mM/ms,  rate of cytosol Pi concentration 
    Public dPCr_cytdt As Double               'mM/ms,  rate of cytosol PCr concentration 
    'Public dH_cytdt As Double                   'mM/ms,  rate of cytosol H concentration 
 
    Public dATPt_mitdt As Double             'mM/ms,  rate of matrix ATP concentration 
    Public dPi_mitdt As Double                  'mM/ms,  rate of matrix Pi concentration 
    Public dNADH_mitdt As Double           'mM/ms,  rate of matrix NADH concentration 
    Public dH_mitdt As Double                   'mM/ms,  rate of matrix H concentration 
    Public dK_mitdt As Double                   'mM/ms,  rate of matrix K concentration 
    Public dUQr_mitdt As Double               'mM/ms,  rate of matrix UQH concentration 
    Public dctCrd_mitdt As Double              'mM/ms,  rate of matrix cytcrome concentration 
    'Public dO2_mitdt As Double                 'mM/ms,  rate of O2 concentration 
 
    Public ddpsidt As Double             'mV/ms, rate of matrix membrane potential 
 
 
    '******************************** MODEL CONSTANTS  ******************************** 
    Public pKa_Pi As Double = 6.8               'unitless, pK for Pi       
    Public AXPSUM_mit As Double = 16.26          'mM      
    Public NADt_mit As Double = 2.79             'mM      
    Public UQt_mit As Double = 1.35               'mM     
    Public cytCt_mit As Double = 0.27             'mM     
    Public cytAt_mit As Double = 0.135            'mM     
    Public Mg_mit As Double = 0.38                'mM   corrected from 0.3 mM by AN on 24 May 
    Public KdADP_mit As Double = 0.282 
    Public kdATP_mit As Double = 0.017 
    Public EmNAD0_mit As Double = -320      'mV    
    Public EmUQ0_mit As Double = 40           'mV    
    Public EmctC0_mit As Double = 250         'mV    
    Public EmctA0_mit As Double = 540          'mV   
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    Public nA As Double = 2.5             'unitless     
    Public NADbuf_mit As Double = 5        'unitless,   buffering capacity coefficient  
 
    Public AXPSUM_cyt As Double = 6.7    'mM     
    Public CrSUM_cyt As Double = 25        'mM     
    Public Mg_cyt As Double = 0.8             'mM    
    Public KdATP_cyt As Double = 0.024 
    Public KdADP_cyt As Double = 0.347 
 
    '********** technical variables ********** 
    Public fixzero As Double = 1 
    Public fixzero0 As Double = 1 
 
    Public Nvar As Double = 199      'number of time-dependent variables   
    Public Mery(Nvar) As Double       'memory array 
    Public dydt(Nvar) As Double       'memory array 
    Public Carry(100) As Double       'used to bring data to Form1 
    Public DA(20, 40) As Double         'for VL analysis 
 
    Public isIVcurve As Boolean            'true  ;  specify for calculation of  I-V curve 
    Public fixCa As Boolean            'fix [Ca] in all compartments 
 
    Public dt As Double = 0.02     '  msec, time step if 0.00001 msec for the Keizer Levine model of RyR 
 
    Private Sub Conservation() 
   'K_mit = K_mit0 + 1 / Vol_mit * ((Vm - Vm0) * Cm / Faraday - (Nai - Nai0) * Vol_cyt - (Ki - Ki0) * Vol_cyt _ 
        '    - 2 * ((Ca_jnc - Ca_jnc0) * Vol_jnc + (Ca_iz - Ca_iz0) * Vol_iz + (Ca_blk - Ca_blk0) * Vol_blk _ 
        ' + (Ca_SRup - Ca_SRup0) * Vol_SRup + (Cato_SRrl - Cato_SRrl0) * Vol_SRrl _ 
        ' + ((Lb_jnc - Lb_jnc0) + (Hb_jnc - Hb_jnc0)) * Vol_jnc + ((Lb_iz - Lb_iz0) + (Hb_iz - Hb_iz0)) * Vol_iz _ 
        '  + ((CaMCa - CaMCa0) + (TnChCa - TnChCa0) + (SRCa - SRCa0)) * Vol_blk _ 
        '  + 0.003 * ((TSCa3 - TSCa30) + (TSCa3W - TSCa3W0) + (TSCa3S - TSCa3S0)) * Vol_blk)) 
 
   'H_mit = H_mit0 * Exp(2.3 / 22 * (-(K_mit - K_mit0) + (Pi_mit - Pi_mit0) + (ATPt_mit - ATPt_mit0) + (dpsi - 
dpsi0) * Cm_mit / Faraday / Vol_mit)) 
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  'Pi_cyt = Pi_cyt0 - 2 * (ATPt_cyt - ATPt_cyt0) - (ADPt_cyt - ADPt_cyt0) - (PCr_cyt - PCr_cyt0) - ((ATPt_mit - 
ATPt_mit0) + (Pi_mit - Pi_mit0)) * Vol_mit / Vol_cyt 
 
End Sub 
 
Public Sub ModelCell(ByVal sweepTime As Double, ByVal onset As Double, ByVal offset As Double, ByVal dt As 
Double) 
        'Conservation()                  'Apply the mass conservation 
        cytConcentrations()                  'substrates concentrations 
        IonHomeostasis()                'Ion concentrations in compartments, including   
        MembraneCurrent(Vm)           'calculate the ionic currents 
        SRCadynamics() 
 
        MembranePotential(sweepTime)   'calculate the membrane fluxes 
        Contraction(Ca_blk)             'Negroni & Lascano 2008 
        dIonConcdt()                   'rate of change in ion concentrations 
        'EnergyMetabolism()           'Energy balance 
        EulerMethod()               'integrate ODE using Euler Method,  renew the value in y(x) 
    End Sub 
 
 
    Public Sub EulerMethod()        'Euler method 
 
        Vm = Vm + dVmdt * dt 
        TnChCa = TnChCa + dTnChCadt * dt 
        CaMCa = CaMCa + dCaMCadt * dt 
        bufferSRCa = bufferSRCa + dSRCadt * dt 
 
        Lb_jnc = Lb_jnc + dLb_jncdt * dt 
        Lb_iz = Lb_iz + dLb_izdt * dt 
        Hb_jnc = Hb_jnc + dHb_jncdt * dt 
        Hb_iz = Hb_iz + dHb_izdt * dt 
 
        Nai = Nai + dNaidt * dt * fixzero0 
        Ki = Ki + dKidt * dt * fixzero0 
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        Ca_jnc = Ca_jnc + dCa_jncdt * dt            'free Ca within junctional space 
        Ca_iz = Ca_iz + dCa_izdt * dt           'free Ca within subsarcolemmal space 
        Ca_blk = Ca_blk + dCa_blkdt * dt          'free Ca within myoplasmic space 
        If fixCa = "true" Then 
            Ca_jnc = 0.00004065 
            Ca_iz = 0.00004065 
            Ca_blk = 0.00004065 
        End If 
        Ca_SRup = Ca_SRup + dCa_SRupdt * dt        'free Ca within SRup 
        Cato_SRrl = Cato_SRrl + dCato_SRrldt * dt        'free Ca within SRrl 
 
        '****************** INa model ******************* 
        O_TM = O_TM + dO_TMdt * dt               'gating of INa_Kyoto 
        I2_TM = I2_TM + dI2_TMdt * dt               'gating of INa_Kyoto 
        Is_TM = Is_TM + dIs_TMdt * dt                'gating of INa_Kyoto 
 
        O_LSM = O_LSM + dO_LSMdt * dt             'gating of INa_Kyoto 
        I1_LSM = I1_LSM + dI1_LSMdt * dt             'gating of INa_Kyoto 
        I2_LSM = I2_LSM + dI2_LSMdt * dt * fixzero      'gating of INa_Kyoto 
        Is_LSM = Is_LSM + dIs_LSMdt * dt * fixzero      'gating of INa_Kyoto 
 
        '**************  IRyR -Hinch model,  
        Yooo = Yooo + dYooodt * dt 
        Yooc = Yooc + dYoocdt * dt 
        Yooi = Yooi + dYooidt * dt 
 
        Ycoo = Ycoo + dYcoodt * dt 
        Ycoc = Ycoc + dYcocdt * dt 
        Ycoi = Ycoi + dYcoidt * dt 
 
        Ycco = Ycco + dYccodt * dt 
        Yccc = Yccc + dYcccdt * dt 
 
        Yoco = Yoco + dYocodt * dt 
        Yocc = Yocc + dYoccdt * dt 
        Yoci = Yoci + dYocidt * dt 
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        '***********Hinch ICaL in the iz and blk spaces ****************** 
        Yco_iz = Yco_iz + dYco_izdt * dt 
        Yoc_iz = Yoc_iz + dYoc_izdt * dt 
        Yoo_iz = Yoo_iz + dYoo_izdt * dt 
 
        Yco_blk = Yco_blk + dYco_blkdt * dt 
        Yoc_blk = Yoc_blk + dYoc_blkdt * dt 
        Yoo_blk = Yoo_blk + dYoo_blkdt * dt 
 
        '**************IKr  three independent gates ************************** 
        y1_IKr = y1_IKr + dy1_IKrdt * dt 
        y2_IKr = y2_IKr + dy2_IKrdt * dt 
        y3_IKr = y3_IKr + dy3_IKrdt * dt 
 
        '*********** IKs   -Kyoto model ****************************** 
        Ov_IKs = Ov_IKs + dOv_IKsdt * dt                 'voltage-gate 
 
        C2IKs_iz = C2IKs_iz + dC2IKs_izdt * dt       'nrs compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
        OcIKs_iz = OcIKs_iz + dOcIKs_izdt * dt         'nrs compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
 
        C2IKs_blk = C2IKs_blk + dC2IKs_blkdt * dt     'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
        OcIKs_blk = OcIKs_blk + dOcIKs_blkdt * dt  'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
 
        '****************** IKto  ************************************************* 
        y1_IKto = y1_IKto + dy1_IKtodt * dt 
        y2_IKto = y2_IKto + dy2_IKtodt * dt 
 
        '****************** IK1  ************************************************* 
        Pbspm = Pbspm + dPbspmdt * dt                         'gating of IK1 
 
        '****************** NCX  ************************************************* 
        E1NCX_iz = E1NCX_iz + dE1NCX_izdt * dt 
        I1NCX_iz = I1NCX_iz + dI1NCX_izdt * dt * fixzero0 
        I2NCX_iz = I2NCX_iz + dI2NCX_izdt * dt 
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        E1NCX_blk = E1NCX_blk + dE1NCX_blkdt * dt 
        I1NCX_blk = I1NCX_blk + dI1NCX_blkdt * dt * fixzero0 
        I2NCX_blk = I2NCX_blk + dI2NCX_blkdt * dt 
 
        '****************** NaK pump  ************************************************* 
        P1_6_NaK = P1_6_NaK + dP1_6_NaKdt * dt 
        P7_NaK = P7_NaK + dP7_NaKdt * dt 
        P8_13_NaK = P8_13_NaK + dP8_13_NaKdt * dt 
 
        '***********************  Contraction ************************* 
        TSCa3 = TSCa3 + dTSCa3dt * dt            'state transition in the TS   (contraction) 
        TSCa3W = TSCa3W + dTSCa3Wdt * dt       'state transition in the TS   (contraction) 
        TSCa3S = TSCa3S + dTSCa3Sdt * dt         'state transition in the TS   (contraction) 
        TSS = TSS + dTSSdt * dt                    'state transition in the TS   (contraction) 
        TSW = TSW + dTSWdt * dt             'state transition in the TS   (contraction) 
 
        hw = hw + dhwdt * dt * fixzero0              'change in hw and hs 
        hp = hp + dhpdt * dt * fixzero0              'change in hw and hs 
 
        '*****************  Cytosolic substrates, usually fixed  ******************** 
        ATPt_cyt = ATPt_cyt + dATPt_cytdt * dt * fixzero0 
        ADPt_cyt = ADPt_cyt + dADPt_cytdt * dt * fixzero0 
        Pi_cyt = Pi_cyt + dPi_cytdt * dt * fixzero0 
        PCr_cyt = PCr_cyt + dPCr_cytdt * dt * fixzero0 
        'H_cyt = H_cyt + dH_cytdt * dt * fixzero0 
 
        '*************  Mitochondria  *************************** 
        ATPt_mit = ATPt_mit + dATPt_mitdt * dt * fixzero0 
        Pi_mit = Pi_mit + dPi_mitdt * dt * fixzero0 
        NADH_mit = NADH_mit + dNADH_mitdt * dt * fixzero0 
        H_mit = H_mit + dH_mitdt * dt * fixzero0 
        K_mit = K_mit + dK_mitdt * dt * fixzero0 
        UQr_mit = UQr_mit + dUQr_mitdt * dt * fixzero0 
        ctCrd_mit = ctCrd_mit + dctCrd_mitdt * dt * fixzero0 
        'O2_mit = O2_mit + dO2_mitdt * dt * fixzero0 
        dpsi = dpsi + ddpsidt * dt * fixzero0 
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    End Sub 
 
    Public Sub EnergyMetabolism() 
        mitConcentrations() 
        mitRate() 
        cytRate() 
        dydt_mit() 
    End Sub 
 
    '********** Injection current ********** 
    Public clampMode As String             'decide if V clamp or I clamp 
    Public Iapl_blk As Double         'stimulus current applied from external device, to be carried by K+ 
    Public Samplitude As Double           'pA    current amplitude  
    Public ItestOn As Double = 50             'start time of external stimulation 
    Public ItestOff As Double = 53         'end time of external stimulation 
    Public SInterval As Double               'ms,   stimulus interval 
    Public VtestInterval As Double        'mV    interval of voltage clamp test pulse 
    Public gap As Double = 0                 '400 
 
    Private Sub Iclampsub(ByRef t As Double) 
        Iapl_blk = 0 
        If t >= ItestOn And t < ItestOff Then 
            Iapl_blk = Samplitude 
        Else 
            Iapl_blk = 0 
        End If 
        'If t >= onset + gap And t < offset + gap Then Iapp_blk = Samplitude 
    End Sub 
 
    Public Vhold As Double 
    Public Vtest As Double 
    Public VtestOn As Double = 10 
    Public VtestOff As Double = 60 
    Private Sub Vclampsub(ByRef t As Double, ByVal vtest As Double) 
        Dim fbgain As Double = 1 / (5 * dt)     'feedback gain is determined by the (x*dt) 
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        If t >= VtestOn And t < VtestOff Then 
            Iapl_blk = -Itot_cell - (vtest - Vm) * fbgain 
        Else 
            Iapl_blk = -Itot_cell - (Vhold - Vm) * fbgain 
        End If 
 
    End Sub 
 
    Public Sub MembraneCurrent(ByVal v As Double) 
        NernstGHK(v, GHKNa, GHKK, GHKCa_jnc, GHKCa_iz, GHKCa_blk, ENa, EK, ECa_jnc, ECa_iz, 
ECa_blk) 
        INarate(v) 
        INasub(v, GHKNa, GHKK, INaT_Na_cyt, INaT_K_cyt, INaL_Na_cyt, INaL_K_cyt) 
 
        INaT = INaT_Na_cyt + INaT_K_cyt 
        INaL = INaL_Na_cyt + INaL_K_cyt 
        INa = INaT + INaL 
 
        ICaL4stateModel(v, Ca_iz, Yco_iz, Yoo_iz, Yoc_iz, dYco_izdt, dYoo_izdt, dYoc_izdt) 
        ICaL4state(FrcCaL_iz, Yoo_iz, GHKCa_iz, GHKNa, GHKK, ICaLCa_iz, ICaLNa_iz, ICaLK_iz) 
 
        ICaL4stateModel(v, Ca_blk, Yco_blk, Yoo_blk, Yoc_blk, dYco_blkdt, dYoo_blkdt, dYoc_blkdt) 
        ICaL4state(FrcCaL_blk, Yoo_blk, GHKCa_blk, GHKNa, GHKK, ICaLCa_blk, ICaLNa_blk, ICaLK_blk) 
 
        ICaL = ICaLCa_jnc + ICaLNa_jnc + ICaLK_jnc + ICaLCa_iz + ICaLNa_iz + ICaLK_iz + ICaLCa_blk + 
ICaLNa_blk + ICaLK_blk 
        ICaL_jnc = ICaLCa_jnc + ICaLNa_jnc + ICaLK_jnc 
        ICaL_iz = ICaLCa_iz + ICaLNa_iz + ICaLK_iz 
        ICaL_blk = ICaLCa_blk + ICaLNa_blk + ICaLK_blk 
 
        ICabsub(Frc_iz, GHKCa_iz, ICab_iz) 
        ICabsub(Frc_blk, GHKCa_blk, ICab_blk) 
        ICab = ICab_iz + ICab_blk 
 
        IK1sub(v, EK, Pbspm, dPbspmdt)        'IK1 
        IK1 = IK1_K_cyt 
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        IKrsub(v) 
        'IKr_K_cyt = 0 
        IKr = IKr_K_cyt 
 
        VgateIKs(v, Ov_IKs, dOv_IKsdt) ''IKs 
        IKsKyotosub(Ca_iz, Frc_iz, IKs_K_iz, IKs_Na_iz, Ov_IKs, C2IKs_iz, OcIKs_iz, dOcIKs_izdt, dC2IKs_izdt, 
pO_IKs_iz) 
        IKsKyotosub(Ca_blk, Frc_blk, IKs_K_blk, IKs_Na_blk, Ov_IKs, C2IKs_blk, OcIKs_blk, dOcIKs_blkdt, 
dC2IKs_blkdt, pO_IKs_blk) 
        IKs = IKs_K_iz + IKs_K_blk + IKs_Na_iz + IKs_Na_blk 
        IKs_iz = IKs_K_iz + IKs_Na_iz 
        IKs_blk = IKs_K_blk + IKs_Na_blk 
 
        IKplsub(v)                  'IK plateau   Kyoto model 
        IKpl = IKpl_K_cyt 
 
        IKtoEndosub(v, IKto_K_cyt, IKto_Na_cyt, y1_IKto, y2_IKto, dy1_IKtodt, dy2_IKtodt) 
        'IKtoEpisub(Vm, IKto_K_cyt, IKto_Na_cyt, y1_IKto, y2_IKto, dy1_IKtodt, dy2_IKtodt) 
        IKto = IKto_Na_cyt + IKto_K_cyt 
 
        IbNSCsub() 
        IbNSC = IbNSC_K_cyt + IbNSC_Na_cyt 
 
        ILCasub(Ca_iz, Frc_iz, ILCa_Na_iz, ILCa_K_iz, pO_LCa_iz) 
        ILCasub(Ca_blk, Frc_blk, ILCa_Na_blk, ILCa_K_blk, pO_LCa_blk) 
        ILCa = ILCa_Na_iz + ILCa_K_iz + ILCa_Na_blk + ILCa_K_blk 
        ILCa_iz = ILCa_Na_iz + ILCa_K_iz 
        ILCa_blk = ILCa_Na_blk + ILCa_K_blk 
 
        IKATPsub(v) 
        IKATP = IKATPK_cyt 
 
        INaKsub(1, v, Nai, Ki, MgATP_cyt, MgADP_cyt, INaK, INaK_Na_cyt, INaK_K_cyt, dATP_NaK, P1_6_NaK, 
P7_NaK, P8_13_NaK, dP1_6_NaKdt, dP7_NaKdt, dP8_13_NaKdt) 
 
        INCXsub(FrcNCX_iz, v, Nai, Ca_iz, INCX_iz, INCXNa_iz, INCXCa_iz, E1NCX_iz, I1NCX_iz, I2NCX_iz, 
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dE1NCX_izdt, dI1NCX_izdt, dI2NCX_izdt) 
        INCXsub(FrcNCX_blk, v, Nai, Ca_blk, INCX_blk, INCXNa_blk, INCXCa_blk, E1NCX_blk, I1NCX_blk, 
I2NCX_blk, dE1NCX_blkdt, dI1NCX_blkdt, dI2NCX_blkdt) 
        INCX = INCXNa_iz + INCXCa_iz + INCXNa_blk + INCXCa_blk    '+  INCXNa_jnc + INCXCa_jnc  
 
        IPMCAsub(Frc_iz, Ca_iz, IPMCA_Ca_iz, dATP_PMCA_iz)                              'PMCA 
        IPMCAsub(Frc_blk, Ca_blk, IPMCA_Ca_blk, dATP_PMCA_blk) 
        IPMCA = IPMCA_Ca_iz + IPMCA_Ca_blk 
 
        ''''''' save currents for Lead potential analysis  '''''''''''' 
        'saveiiCurrentLP() 
 
    End Sub 
 
 
    Public iiNa_TM(4) As Double 
    Public iiNa_LSM(4) As Double 
    Public iiCaL_jnc(4) As Double 
    Public iiCaL_iz(4) As Double 
    Public iiCaL_blk(4) As Double 
    Public iiK1(4) As Double 
    Public iiKr(4) As Double 
    Public iiKs_iz(4) As Double 
    Public iiKs_blk(4) As Double 
    Public iiKpl(4) As Double 
    Public iiKto(4) As Double 
    Public iiKATP(4) As Double 
    Public iibNSC(4) As Double 
    Public iiCab_iz(4) As Double 
    Public iiCab_blk(4) As Double 
    Public iiLCa_iz(4) As Double 
    Public iiLCa_blk(4) As Double 
    Public iiNaK(4) As Double 
    Public iiNCX_iz(4) As Double 
    Public iiNCX_blk(4) As Double 
    Public iiPMCA_iz(4) As Double 
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    Public iiPMCA_blk(4) As Double 
 
    Private Sub saveiiCurrentLP() 
        '''''  ii = {ii_Ca_jnc, ii_Ca_iz, ii_Ca_blk, ii_Na_cyt, ii_K_cyt} 
        iiNa_TM = {0, 0, 0, INaT_Na_cyt, INaT_K_cyt} 
        iiNa_LSM = {0, 0, 0, INaL_Na_cyt, INaL_K_cyt} 
        iiCaL_jnc = {ICaLCa_jnc, 0, 0, ICaLNa_jnc, ICaLK_jnc} 
        iiCaL_iz = {0, ICaLCa_iz, 0, ICaLNa_iz, ICaLK_iz} 
        iiCaL_blk = {0, 0, ICaLCa_blk, ICaLNa_blk, ICaLK_blk} 
        iiK1 = {0, 0, 0, 0, IK1_K_cyt} 
        iiKr = {0, 0, 0, 0, IKr_K_cyt} 
        iiKs_iz = {0, 0, 0, IKs_Na_iz, IKs_K_iz} 
        iiKs_blk = {0, 0, 0, IKs_Na_blk, IKs_K_blk} 
        iiKpl = {0, 0, 0, 0, IKpl_K_cyt} 
        iiKto = {0, 0, 0, IKto_Na_cyt, IKto_K_cyt} 
        iiKATP = {0, 0, 0, 0, IKATPK_cyt} 
        iibNSC = {0, 0, 0, IbNSC_Na_cyt, IbNSC_K_cyt} 
        iiCab_iz = {0, ICab_iz, 0, 0, 0} 
        iiCab_blk = {0, 0, ICab_blk, 0, 0} 
        iiLCa_iz = {0, 0, 0, ILCa_Na_iz, ILCa_K_iz} 
        iiLCa_blk = {0, 0, 0, ILCa_Na_blk, ILCa_K_blk} 
        iiNaK = {0, 0, 0, INaK_Na_cyt, INaK_K_cyt} 
        iiNCX_iz = {0, INCXCa_iz, 0, INCXNa_iz, 0} 
        iiNCX_blk = {0, 0, INCXCa_blk, INCXNa_blk, 0} 
        iiPMCA_iz = {0, IPMCA_Ca_iz, 0, 0, 0} 
        iiPMCA_blk = {0, 0, IPMCA_Ca_blk, 0, 0} 
    End Sub 
 
    Public IsMClamp As Boolean 
    Public Sub MembranePotential(ByVal sweeptime As Double) 
        ItotCa_jnc = ICaLCa_jnc 
        ItotCa_iz = ICaLCa_iz + IPMCA_Ca_iz + INCXCa_iz + ICab_iz 
        ItotCa_blk = ICaLCa_blk + IPMCA_Ca_blk + INCXCa_blk + ICab_blk 
 
        ItotNa_cyt = (ICaLNa_jnc + ICaLNa_iz + ICaLNa_blk) + (INCXNa_iz + INCXNa_blk) + (IKs_Na_iz + 
IKs_Na_blk) _ 
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            + INaT_Na_cyt + INaL_Na_cyt + INaK_Na_cyt + IKto_Na_cyt + IbNSC_Na_cyt + ILCa_Na_iz + 
ILCa_Na_blk 
 
        ItotK_cyt = (ICaLK_jnc + ICaLK_iz + ICaLK_blk) + INaT_K_cyt + INaL_K_cyt + IK1_K_cyt + IKr_K_cyt + 
(IKs_K_iz + IKs_K_blk) _ 
            + IKto_K_cyt + IKpl_K_cyt + INaK_K_cyt + IKATPK_cyt + IbNSC_K_cyt + ILCa_K_iz + ILCa_K_blk 
 
        '********  In case of freezing the membrane ion fluxes ******************* 
        If IsMClamp = True Then 
            ItotCa_jnc = 0          'freeze membrane Ca flux 
            ItotCa_iz = 0            'freeze membrane Ca flux 
            ItotCa_blk = 0           'freeze membrane Ca flux 
            ItotNa_cyt = 0           'freeze membrane Na flux 
            ItotK_cyt = 0             'freeze membrane K flux 
            Samplitude = 0          'no stimulation ,   spontaneous action potential 
        End If 
        '************************************************* 
        Itot_Ca = ItotCa_jnc + ItotCa_iz + ItotCa_blk 
        Itot_Na = ItotNa_cyt 
        Itot_K = ItotK_cyt 
 
        Itot_cell = Itot_Ca + Itot_Na + Itot_K 
 
        If clampMode = "Iclamp" Then 
            Iclampsub(sweeptime)     'calculate the stimulus current applied between  times onset and  offset 
        ElseIf clampMode = "Vclamp" Then 
            Vclampsub(sweeptime, Vtest)      'calculate the stimulus current  
        End If 
        dVmdt = -Itot_cell - Iapl_blk 
 
    End Sub 
 
    Public Sub dIonConcdt()      
        'dCa_jncdt = (-ItotCa_jnc * Cm / (2 * Faraday) + (Jrel_SR + Jleak_SR) - JCa_jnciz) / Vol_jnc 
        dCa_jncdt = (-ItotCa_jnc * Cm / (2 * Faraday) + (Jrel_SR + Jleak_SR) - JCa_jnciz - JCaB_jnc) / Vol_jnc 
        dCa_izdt = (-ItotCa_iz * Cm / (2 * Faraday) + JCa_jnciz - JCa_izblk - JCaB_iz) / Vol_iz 
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        dCa_blkdt = (-ItotCa_blk * Cm / (2 * Faraday) - JSERCA + JCa_izblk - JCaB_blk) / Vol_blk - JCaTnC_3Ca  
 
        'JCaB_blk = (dCaMCadt + dTnChCadt + dMsnCadt + dSRCadt) * Vol_blk 
 
        dNaidt = -Itot_Na * Cm / (Vol_cyt * Faraday) 
 
        'dKidt = -(Itot_K + Iapp_blk) * Cm / (Vol_cyt * Faraday)                                                                
        dKidt = -(Itot_K + Iapl_blk) * Cm / (Vol_cyt * Faraday) - (vKuni - vKHex) / Vol_cyt                    
 
        dCa_SRupdt = JSERCA / Vol_SRup - Jtrans_SR / Vol_SRup                                                      
        dCato_SRrldt = Jtrans_SR / Vol_SRrl - Jrel_SR / Vol_SRrl - Jleak_SR / Vol_SRrl 
 
    End Sub 
 
    Public Sub IonHomeostasis()              'Ion concentrations 
        'CaBuffblk() 
        CaBuffiz() 
        CaBuffjnc() 
        CaBuffSR() 
        BoundaryDiffusion() 
    End Sub 
 
    Public Sub SRCadynamics() 
        '***********' unit : amole / ms  ********************************* 
        TransferCaSR(Ca_SRup, Ca_SRrl, Jtrans_SR) 
        CaRU(Vm, FrcCaL_jnc, GHKNa, GHKK, ICaLCa_jnc, ICaLNa_jnc, ICaLK_jnc, Jrel_SR, Jleak_SR) 
 
        'SERCAsub(Ca_blk, Ca_SRup, JSERCA, dATP_SERCA)     'SERCA-Kyoto model 
        SERCATC(Ca_blk, Ca_SRup, JSERCA, dATP_SERCA)       'Tran Crampin model 
        'SRleaksub()          'Ca leak from SR is moved to CaRU 
    End Sub 
 
    '********** SR fluxe: RyR-kinetics, SR Ca pump, SR Ca leak ********** 
    Public Jrel_SR As Double 
    Public JSERCA As Double 
    Public JSERCA_TC As Double    'Tran Crampin model is used 
20 
 
    Public Jleak_SR As Double 
    Public Jtrans_SR As Double      'Transfer of Ca from uptake site to release site 
    Public freezeSR As Double = 1 
 
    Private Sub TransferCaSR(ByVal Ca_SRup As Double, ByVal Ca_SRrl As Double, ByRef Jtrans_SR As Double) 
        Jtrans_SR = Ptrans * (Ca_SRup - Ca_SRrl) * freezeSR 
    End Sub 
 
    'Private Sub SRleaksub() 
    '    '************  JCa via  Ca leak  ***************** 
    '    Jleak_SR = PSRleak * (Ca_SRrl - Ca_jnc) * freezeSR   ' 0.000005348 * 577.61126179361088 * (0.65 / 
0.035) '* (Ca_SRrl - Ca_jnc) 
    'End Sub 
 
    ''''''''''''''**************' ISERCA Hilgemann Model ************* 
    Public E1_ISERCA As Double 
    Public dE1_ISERCAdt As Double 
    Public dATP_SERCA As Double 
    Public dATP_SERCA_TC As Double 
    'Public ampFactor As Double = 1 
 
    Private Sub SERCAsub(ByVal Cai As Double, ByVal CaSR As Double, ByRef JSERCA As Double, ByRef 
dATP_SERCA As Double) 
        '******** steady-state model ******************************* 
        'Dim zFCa As Double = 1.0 / (2 * Faraday) 
        Dim kPi_SERCA As Double = 2.0                          'mM 
        Dim kATP_SERCA As Double = 0.01                    'mM 
        Dim kADP_SERCA As Double = 0.05                    'mM 
 
        Dim kc1_SERCA As Double = 0.0003               ' rate constant  
        Dim kc2_SERCA As Double = 0.0003               ' rate constant  
        Dim ks1_SERCA As Double = 0.8                     ' rate constant 
        Dim ks2_SERCA As Double = 0.8                     ' rate constant 
 
        Dim ampFactor As Double = 1                  'scaling factor of Vmax in NCX 
        Dim affFactor As Double = 1 
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        Dim kc1e As Double = kc1_SERCA * affFactor    'dissociation const for the first Ca binding in cytosol   
        Dim kc2e As Double = kc2_SERCA * affFactor    'dissociation const for the second Ca binding in cytosol   
        Dim ks1e As Double = ks1_SERCA            'dissociation const for the first Ca binding in SR 
        Dim ks2e As Double = ks2_SERCA           'dissociation const for the second Ca binding in SR 
 
 
        Dim k1_SERCA As Double = 0.2 * Cai * Cai * ATPt_cyt / (kc1e * kc2e * kATP_SERCA) / (Pifree_cyt / 
kPi_SERCA + (1.0 + Cai / kc1e + Cai * Cai / (kc1e * kc2e)) * (1.0 + ATPt_cyt / kATP_SERCA)) 
        Dim k2_SERCA As Double = 0.1 * Pifree_cyt / kPi_SERCA / (Pifree_cyt / kPi_SERCA + (1.0 + Cai / kc1e + 
Cai * Cai / (kc1e * kc2e)) * (1.0 + ATPt_cyt / kATP_SERCA)) 
 
        Dim k3_SERCA As Double = 0.1 / (1.0 + CaSR / ks1e + CaSR * CaSR / (ks1e * ks2e)) / (1.0 + ADPt_cyt / 
kADP_SERCA) 
        Dim k4_SERCA As Double = 0.1 * CaSR * CaSR / (ks1e * ks2e) / (1.0 + CaSR / ks1e + CaSR * CaSR / (ks1e 
* ks2e)) / (1.0 + kADP_SERCA / ADPt_cyt) 
        Dim Vcyc As Double = (k3_SERCA * k1_SERCA - k4_SERCA * k2_SERCA) / (k1_SERCA + k2_SERCA + 
k3_SERCA + k4_SERCA)   'turn over rate 
 
        JSERCA = (ampFactor * ampISERCA * Vcyc) / (2 * Faraday) * freezeSR       'Vol_sr   amole / ms 
        dATP_SERCA = JSERCA / 2       'stoichiometry = 2Ca / 1ATP      amole / ms 
End Sub 
 
Public Sub SERCATC(ByVal Cai As Double, ByVal Casr As Double, ByRef JSERCA As Double, ByRef 
dATP_SERCA As Double) 
        Dim Hill As Double = 1.7 
        Dim Kd_Cai As Double = 0.0027            '0.0017    mM 
        Dim Kd_Casr As Double = 1.378                'mM 
 
        Dim a1_plus As Double = 25900 * MgATP_cyt 
        Dim a2_plus As Double = 2540 / (1 + Math.Pow(Kd_Cai / Cai, Hill))         ' 
        Dim a3_plus As Double = 5.35 / (1 + Math.Pow(Casr / Kd_Casr, Hill))     
 
        Dim a1_minus As Double = 0.1972 / (1 + Math.Pow(Cai / Kd_Cai, Hill))       
        Dim a2_minus As Double = 25435 * MgADP_cyt / (1 + Math.Pow(Kd_Casr / Casr, Hill))    
        Dim a3_minus As Double = 149 * Pifree_cyt 
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        Dim denomi As Double = a2_plus * a3_plus + a1_minus * a3_plus + a1_minus * a2_minus + a1_plus * 
a3_plus + a2_minus * a1_plus + a2_minus * a3_minus + a1_plus * a2_plus + a3_minus * a1_minus + a3_minus * 
a2_plus 
        Dim numer As Double = a1_plus * a2_plus * a3_plus - a1_minus * a2_minus * a3_minus 
        Dim Vcyc As Double = numer / denomi * 6.86 
        Dim ampFactor As Double = 1                           'scaling factor of Vmax in NCX 
        JSERCA = (ampFactor * ampISERCA * Vcyc) / (2 * Faraday) * freezeSR / 1000                           
'Vol_sr   amole / ms 
        dATP_SERCA = JSERCA / 2       'stoichiometry = 2Ca / 1ATP      amole / ms 
 
    End Sub 
 
    Public Sub NernstGHK(ByVal v As Double, ByRef GHKNa As Double, ByRef GHKK As Double, ByRef 
GHKCa_jnc As Double, ByRef GHKCa_iz As Double, ByRef GHKCa_blk As Double, ByRef ENa As Double, ByRef 
EK As Double, ByRef ECa_jnc As Double, ByRef ECa_iz As Double, ByRef ECa_blk As Double) 
        'Nernst equilibrium potentials 
        ECa_jnc = RTF2 * Log(Cao / Ca_jnc)  'Note that LCC uses Ca_jnc, not Ca_nd 
        ECa_iz = RTF2 * Log(Cao / Ca_iz) 
        ECa_blk = RTF2 * Log(Cao / Ca_blk) 
        ENa = RTF * Log(Nao / Nai) 
        EK = RTF * Log(Ko / Ki) 
 
        Dim A As Double = Exp(-v / RTF2) 
        Dim B As Double = Exp(-v / RTF) 
        Dim C As Double = v / RTF 
        Dim D As Double = v / RTF2 
 
        If v > -0.00001 And v < 0.00001 Then                    '0 cannot be used. 
            GHKCa_jnc = Ca_jnc - Cao  'Note that LCC uses Ca_jnc, not Ca_nd 
            GHKCa_iz = Ca_iz - Cao 
            GHKCa_blk = Ca_blk - Cao 
            GHKNa = Nai - Nao 
            GHKK = Ki - Ko 
        Else 
            GHKCa_jnc = C * 2 * (Ca_jnc - Cao * A) / (1 - A)      'GHK equation removed for P * zF 
            GHKCa_iz = C * 2 * (Ca_iz - Cao * A) / (1 - A) 
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            GHKCa_blk = C * 2 * (Ca_blk - Cao * A) / (1 - A) 
            GHKNa = C * (Nai - Nao * B) / (1 - B) 
            GHKK = C * (Ki - Ko * B) / (1 - B) 
        End If 
 
        '************ tangential slope applied to the GHK curve ************************ 
        dGHKCa_jnc = (((Ca_jnc - Cao * A) / (1 - A) + (Cao - Ca_jnc) * D * A / (1 - A) ^ 2) / RTF2)   
        dGHKCa_iz = (((Ca_iz - Cao * A) / (1 - A) + (Cao - Ca_iz) * D * A / (1 - A) ^ 2) / RTF2)     
        dGHKCa_blk = (((Ca_blk - Cao * A) / (1 - A) + (Cao - Ca_blk) * D * A / (1 - A) ^ 2) / RTF2)    
        dGHKNa = (((Nai - Nao * B) / (1 - B) + (Nao - Nai) * C * B / (1 - B) ^ 2) / RTF)      
        dGHKK = (((Ki - Ko * B) / (1 - B) + (Ko - Ki) * C * B / (1 - B) ^ 2) / RTF)       
 
        ErevCa_jnc = v - GHKCa_jnc / dGHKCa_jnc      'Erev of the tangential slope 
        ErevCa_iz = v - GHKCa_iz / dGHKCa_iz            'Erev of the tangential slope 
        ErevCa_blk = v - GHKCa_blk / dGHKCa_blk      'Erev of the tangential slope 
        ErevNa = v - GHKNa / dGHKNa                'Erev of the tangential slope 
        ErevK = v - GHKK / dGHKK                     'Erev of the tangential slope 
 
    End Sub 
 
    '**********************  Myoplasmic Calcium Buffers ************************ 
    Public KdTnClCa As Double                 'TnC with low affinity, dissociation constant for Ca 
    Public TnClfree As Double                     'free TnCl 
    Public TnClCa As Double 
    Public dTnClCadt As Double 
 
    Public KdTnChCa As Double                 'TnCh dissociation constant for Ca 
    Public KdTnChMg As Double                 'TnCh dissociation constant for Mg 
    Public TnChfree As Double                     'free TnCh 
    Public TnChCa As Double 
    Public TnChMg As Double 
    Public dTnChCadt As Double 
    Public dTnChMgdt As Double 
 
    Public KdCaM As Double                     'CaM  dissociation constant for Ca 
    Public CaMfree As Double                         'free CaM 
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    Public CaMCa As Double 
    Public dCaMCadt As Double 
 
    Public KdMsnCa As Double             'Msn dissociation constant for Ca 
    Public KdMsnMg As Double            'Msn dissociation constnat for Mg 
    Public Msnfree As Double              'free Msn 
    Public MsnCa As Double 
    Public MsnMg As Double 
    Public dMsnCadt As Double 
    Public dMsnMgdt As Double 
 
    Public KdSRCa As Double        'unspecified SR Ca binding, dissociation constant for Ca 
    Public SRfree As Double                                 'free SR 
    Public bufferSRCa As Double 
    Public dSRCadt As Double 
 
    Public JCaB_blk As Double 
 
    'Junctional and SL Ca Buffers 
    Public Lb_jnc As Double 
    Public Hb_jnc As Double 
    Public dLb_jncdt As Double 
    Public dHb_jncdt As Double 
 
    Public JCaB_jnc As Double       '=SLLj + SLHj 
 
    Public Lb_iz As Double                'bound form 
    Public Hb_iz As Double                 'bound form 
    Public dLb_izdt As Double                'bound form 
    Public dHb_izdt As Double                 'bound form 
 
    Public JCaB_iz As Double         '=SLLsl + SLHsl 
 
    Public H_iz As Double                  'free form 
    Public dHbjncdt As Double 
    Public dHbizdt As Double 
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    '****************** SR Ca buffer ************************** 
    'Public CsqnCa As Double 
    'Public dCsqnCadt As Double 
 
 
    '********** Buffer  parameters ********** 
    Const BtotCaM As Double = 0.024                 'mM 
    Const KoffCaM As Double = 0.238                 'ms^-1 
    Const KonCaM As Double = 34                       'ms^-1mM^-1 
 
    Const BtotTnCl As Double = 0.07                 'mM 
    Const KoffTnCl As Double = 0.0196            'ms^-1 
    Const KonTnCl As Double = 32.7                 'ms^-1mM^-1 
 
    Const BtotTnCh As Double = 0.12             '0.14        'mM 
    Const KoffTnChCa As Double = 0.000032   'ms^-1 
    Const KonTnChCa As Double = 2.37            'ms^-1mM^-1 
 
    Const BtotSR As Double = 0.0171                  '19 * 0.0009      'mM 
    Const KoffSR As Double = 0.06                       'ms^-1 
    Const KonSR As Double = 100                        'ms^-1mM^-1 
 
    Const BtotL_iz As Double = 0.6078          '0.0374 * Vol_blk / Vol_iz        'mM 
    Const koffL_iz As Double = 1.3          'ms^-1    sarcolemmal Ca buffer with a low affinity 
    Const KonL_iz As Double = 100          'ms^-1mM^-1   sarcolemmal Ca buffer with a low affinity 
    Const BtotH_iz As Double = 0.2178          '0.0134 * Vol_blk / Vol_iz       'mM 
    Const KoffH_iz As Double = 0.03                           'ms^-1 
    Const KonH_iz As Double = 100                             'ms^-1mM^-1 
 
    Dim KdL_iz As Double = koffL_iz / KonL_iz    'dissociation constant of the low affinity buffer iz/jnc space 
    Dim KdH_iz As Double = KoffH_iz / KonH_iz  'dissociation constant of the high affinity buffer iz/jnc space 
 
    Const BtotL_jnc As Double = 1.1095 * 1           '0.00046 * Vol_blk / Vol_jnc      'mM  
    Const BtotH_jnc As Double = 0.398 * 1     '0.000165 * Vol_blk / Vol_jnc    'mM 
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    Const Btot_Csqn As Double = 3 
    Const KoffCsqn As Double = 65         'ms^-1 
    Const KonCsqn As Double = 100        'ms^-1mM^-1 
 
    Private Sub CaBuffblk() 
 
        Dim JCaMCa As Double = KonCaM * Ca_blk * (BtotCaM - CaMCa) - KoffCaM * CaMCa 
        Dim JTnChCa As Double = KonTnChCa * Ca_blk * (BtotTnCh - TnChCa - TnChMg) - KoffTnChCa * 
TnChCa 
        Dim JSRCa As Double = KonSR * Ca_blk * (BtotSR - bufferSRCa) - KoffSR * bufferSRCa 
 
        JCaB_blk = (JCaMCa + JTnChCa + JSRCa) * Vol_blk  
 
        dCaMCadt = JCaMCa               'Calmodulin-Ca complex 
        dTnChCadt = JTnChCa            'troponin-high-Ca complex 
        dSRCadt = JSRCa                      'SR-Ca complex 
 
    End Sub 
 
    Private Sub CaBuffjnc()     'This is used to calculate the instantaneous equilibrium of binding reactions. 
        Dim Lf_jnc As Double = BtotL_jnc - Lb_jnc                      'free buffer with a low affinity 
        Dim Hf_jnc As Double = BtotH_jnc - Hb_jnc                    'free buffer with a high affinity 
        Catot_jnc = Ca_jnc + Lb_jnc + Hb_jnc        'total Ca within sl 
        Dim N As Double = 0 
        Do 
            Ca_jnc = Catot_jnc / (1 + Lf_jnc / KdL_iz + Hf_jnc / KdH_iz)     
            Lf_jnc = BtotL_jnc / (1 + (Ca_jnc / KdL_iz))  
            Hf_jnc = BtotH_jnc / (1 + (Ca_jnc / KdH_iz))   
            N = N + 1 
        Loop While N < 10        '10 cycles seems to be good enough. 
        Lb_jnc = BtotL_jnc - Lf_jnc                    'Ca-bound buffer with a low affinity buffer 
        Hb_jnc = BtotH_jnc - Hf_jnc                  'Ca-bound buffer with a high affinity buffer 
    End Sub 
 
    Private Sub CaBuffiz()    'This is used to calculate the instantaneous equilibrium of binding reactions. 
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        Dim Lf_iz As Double = BtotL_iz - Lb_iz       'free buffer with a low affinity 
        Dim Hf_iz As Double = BtotH_iz - Hb_iz     'free buffer with a high affinity 
        Catot_iz = Ca_iz + Lb_iz + Hb_iz     'total Ca within sl 
 
        Dim N As Long = 0            'counter of the Do Loop 
        Do 
            Ca_iz = Catot_iz / (1 + Lf_iz / KdL_iz + Hf_iz / KdH_iz)      'calculate free Ca 
            Lf_iz = BtotL_iz / (1 + (Ca_iz / KdL_iz))      'Calculate free buffer with a low affinity 
            Hf_iz = BtotH_iz / (1 + (Ca_iz / KdH_iz))  'calculate free buffer with a high affinity 
            N = N + 1 
        Loop While N < 10                 '10 cycles seems to be good enough. 
        Lb_iz = BtotL_iz - Lf_iz                    'Ca-bound buffer with a low affinity buffer 
        Hb_iz = BtotH_iz - Hf_iz                  'Ca-bound buffer with a high affinity buffer 
        JCaB_iz = 0                     'just to confirm 
 
    End Sub 
 
    Private Sub CaBuffSR() 
        Dim KdCsqnCa As Double = KoffCsqn / KonCsqn 
        Dim aa As Double = 1 
        Dim bb As Double = Btot_Csqn - Cato_SRrl + KdCsqnCa      '(Btotal - Catotal + KD) 
        Dim cc As Double = -KdCsqnCa * Cato_SRrl                  'KD * Catotal 
        Ca_SRrl = (-bb + Sqrt(bb * bb - 4 * aa * cc)) / (2 * aa)          'solution of second-order equation 
 
    End Sub 
 
    '********** Diffusion between spaces ********** 
    Public Const GCa_jnciz As Double = 459.4 * 20 * 0.7 * 0.5       
    Public Const GCa_izblk As Double = 2076.1 * 1         
 
    Public JCa_jnciz As Double 
    Public JCa_izblk As Double 
 
    Private Sub BoundaryDiffusion() 
 
        JCa_jnciz = GCa_jnciz * (Ca_jnc - Ca_iz) 
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        JCa_izblk = GCa_izblk * (Ca_iz - Ca_blk) 
 
    End Sub 
 
    '''************************' INa  Kyoto ****************************** 
    Public INa As Double                         'pA, current amplitude at the time of observation 
 
    Public INaT As Double                  'pA, current amplitude 
    Public INaL As Double                'pA, current amplitude 
    Public LSMratio As Double = 0.1575    
 
    Public INaT_Na_cyt As Double             'pA, amplitude of Na component 
    Public INaT_K_cyt As Double               'pA, amplitude of K component 
    Public INaL_Na_cyt As Double             'pA, amplitude of Na component 
    Public INaL_K_cyt As Double               'pA, amplitude of K component 
 
    Public relativePK_INa As Double = 0.1 
 
    Public fC_INa As Double 
 
    Public pO_INa_TM As Double 
    Public pO_INa_LSM As Double 
    Public C_TM As Double             'transient mode of INa       pC_TM 
    Public O_TM As Double             'transient mode of INa       pO_TM 
    Public I2_TM As Double             'transient mode of INa       pI2_TM 
    Public Is_TM As Double             'transient mode of INa       pIs_TM 
    Public Iinact_TM As Double        'Is_TM  used in calculating the steady state I-V 
 
    Public dO_TMdt As Double             'transient mode of INa   dpO_TMdt 
    Public dI2_TMdt As Double             'transient mode of INa   dpI2_TMdt 
    Public dIs_TMdt As Double             'transient mode of INa   dpIs_TMdt 
 
    Public C_LSM As Double             'LSM mode of INa 
    Public O_LSM As Double             'LSM mode of INa 
    Public I1_LSM As Double             'LSM mode of INa 
    Public I2_LSM As Double             'LSM mode of INa 
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    Public Is_LSM As Double             'LSM mode of INa 
    Public Iinact_LSM As Double        'Is_LSM  used in calculating the steady state I-V 
 
    Public fixedIs_LSM As Double 
 
    Public TR1 As Double = 0.521      'bifurcation point in the latest diagram created by CC 
    Public PD1 As Double = 0.547 
    Public TR2 As Double = 0.744 
    Public PD2 As Double = 0.756 
    Public HB As Double = 0.771 
    Public LP As Double = 0.808 
 
    Public dO_LSMdt As Double 
    Public dI1_LSMdt As Double 
    Public dI2_LSMdt As Double 
    Public dIs_LSMdt As Double 
 
    Public kC2O_INa, kOC_INa, kOI2_TM, kI2O_TM, kC2I2_TM, kI2C_TM, kIsb_TM, kIsf_TM As Double 
    Public kI1I2, kOI1_LSM, kI1O_LSM, kI1C_LSM, kC2I1_LSM, kC2I2_LSM, kI2C_LSM, kIsb_LSM, kIsf_LSM 
As Double 
 
    Private Sub INarate(ByVal v As Double) 
        '*********** pure Voltage-dependent gating *************************  
 
        kC2O_INa = 1.0 / (0.0025 * Exp(-v / 8.0) + 0.15 * Exp(-v / 100.0))     'common for both TM and LSM 
        kOC_INa = 1.0 / (30.0 * Exp(v / 12.0) + 0.53 * Exp(v / 50.0))     'common for both TM and LSM 
 
        kOI2_TM = 1.0 / (0.0433 * Exp(-v / 27) + 0.34 * Exp(-v / 2000.0))  'specific for TM 
        kI2O_TM = 0.0001312  
 
        kC2I2_TM = 0.5 / (1.0 + kI2O_TM * kOC_INa / kOI2_TM / kC2O_INa)      
        kI2C_TM = 0.5 - kC2I2_TM    
 
        kIsb_TM = 1.0 / (300000 * Exp(v / 10) + 50000.0 * Exp(v / 16.0))   ' set #1     
        kIsf_TM = 1.0 / (0.016 * Exp(-v / 9.9) + 8 * Exp(-v / 45.0)) 
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        '******  Calculate state transitions of TM ************** 
        C_TM = 1.0 - Is_TM - O_TM - I2_TM     'This redundant calculation is necessary  
 
        fC_INa = 1 / (1 + Exp(-(v + 48) / 7)) 
 
        dO_TMdt = I2_TM * kI2O_TM + fC_INa * C_TM * kC2O_INa - O_TM * (kOC_INa + kOI2_TM) 
        dI2_TMdt = fC_INa * C_TM * kC2I2_TM + O_TM * kOI2_TM + Is_TM * kIsb_TM - I2_TM * (kI2C_TM + 
kI2O_TM + kIsf_TM) 
        dIs_TMdt = I2_TM * kIsf_TM + C_TM * kIsf_TM - Is_TM * 2 * kIsb_TM 
 
        '***  determine the gating of LSM ******** 
        kI1I2 = 0.00534 * sclI1I2 * fixzero      'specific for LSM 
        kOI1_LSM = kOI2_TM                'specific for LSM 
        kI1O_LSM = 0.01                     'specific for LSM 
        kI1C_LSM = kI2C_TM                'specific for LSM 
        kC2I1_LSM = kC2I2_TM              'specific for LSM 
 
        kC2I2_LSM = kC2I2_TM * fixzero    'when appropriate, separate I2 and Is from the gating 
        kI2C_LSM = kI2C_TM * fixzero    'when appropriate, separate I2 and Is from the gating 
 
        kIsb_LSM = 1.0 / (300000 * Exp(v / 10) + 50000.0 * Exp(v / 16.0)) * fixzero   ' set #1     
        kIsf_LSM = 1.0 / (0.016 * Exp(-v / 9.9) + 8 * Exp(-v / 45)) * fixzero 
 
        '****************  Calculate state transitions of LSM *************************************** 
        C_LSM = 1.0 - Is_LSM - O_LSM - I1_LSM - I2_LSM 
 
        dO_LSMdt = I1_LSM * kI1O_LSM + C_LSM * fC_INa * kC2O_INa - O_LSM * (kOC_INa + kOI1_LSM) 
        dI1_LSMdt = O_LSM * kOI1_LSM + C_LSM * fC_INa * kC2I1_LSM - I1_LSM * (kI1O_LSM + kI1C_LSM 
+ kI1I2) 
        dI2_LSMdt = C_LSM * fC_INa * kC2I2_LSM + I1_LSM * kI1I2 + Is_LSM * kIsb_LSM - I2_LSM * 
(kI2C_LSM + kIsf_LSM) 
        dIs_LSMdt = I2_LSM * kIsf_LSM + C_LSM * kIsf_LSM - Is_LSM * 2 * kIsb_LSM 
 
    End Sub 
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    Public Sub calculateSteadyStateINa(ByVal v As Double, ByVal pIs_TM As Double, ByVal pIs_LSM As Double) 
        Dim kC2O As Double = 1.0 / (0.0025 * Exp(v / (-8.0)) + 0.15 * Exp(v / (-100.0))) 
        Dim kOC As Double = 1.0 / (30.0 * Exp(v / 12.0) + 0.53 * Exp(v / 50.0)) 
        Dim kOI2 As Double = 1.0 / (0.0433 * Exp(v / (-27)) + 0.34 * Exp(v / (-2000.0))) 
        Dim kI2O As Double = 0.0001312 
        Dim kC2I2 As Double = 1.0 / (1.0 + kI2O * kOC / kOI2 / kC2O) 
        Dim kI2C As Double = 1.0 - kC2I2 
        Dim fC As Double = 1 / (1 + Exp((v + 44.1) / -6.27))            ' fraction of C2 in (C1 + C2) 
 
        Dim deno As Double                        'denominator 
        Dim A As Double = fC * kC2O * kI2O + kI2C * fC * kC2O + fC * kC2I2 * kI2O     'O 
        Dim B As Double = fC * kC2I2 * kOI2 + fC * kC2O * kOI2 + kOC * fC * kC2I2     'I2 
        Dim C As Double = kI2C * kOC + kOI2 * kI2C + kI2O * kOC           'C 
        deno = A + B + C 
        C_TM = (1 - Is_TM) * C / deno    'y(8)   distribution in the the pC state within (1 - pIs_TM) 
        O_TM = (1 - Is_TM) * A / deno     'y(9)   distribution in the pO state within (1 - pIs_TM)  
        I2_TM = (1 - Is_TM) * B / deno    'y(10)  distributtion in the pI2 state within (1 - pIs_TM) 
 
        '*******  Calculate C-O-I1 of the gating of LSM *******  
        Dim kOI1 As Double = kOI2            'the same as the transient mode 
        Dim kI1O As Double = 0.01 
        Dim kI1C As Double = kI2C             'the same as the transient mode 
        Dim kC2I1 As Double = kC2I2         'the same as the transient mode 
 
        A = fC * kC2I1 * kI1O + kI1C * fC * kC2O + kI1O * fC * kC2O  'probability of pO within (pC + pO + pI1) 
        B = fC * kC2I1 * kOI1 + kOC * fC * kC2I1 + fC * kC2O * kOI1  'probability of I1 within (pC + pO + pI1) 
        C = kI1C * kOC + kOI1 * kI1C + kI1O * kOC    'probability of C within (pC + pO + pI1)  
        deno = A + B + C 
        C_LSM = (1 - Is_LSM - I2_LSM) * C / deno    'y(12)    distribute the pC_LSM  
        O_LSM = (1 - Is_LSM - I2_LSM) * A / deno    'y(13)     distribute the pO_LSM   
        I1_LSM = (1 - Is_LSM - I2_LSM) * B / deno   'y(14)    distribute the pI1_LSM  within the triangle of  
(1 - pIs_LSM - pI2_LSM)  
 
    End Sub 
 
    Public PNa As Double = 6.756                             ' 
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    Private Sub INasub(ByVal v As Double, ByVal GHKNa As Double, ByVal GHKK As Double, ByRef 
INa_TM_Na_cyt As Double, ByRef INa_TM_K_cyt As Double, ByRef INa_LSM_Na_cyt As Double, ByRef 
INa_LSM_K_cyt As Double) 
        ' ***** Current amplitude of INa_total based on the previous gating condition  
        'Dim LSMratio As Double = 0.175 * 0.9 
 
        INa_TM_Na_cyt = PNa * (1 - LSMratio) * GHKNa * O_TM   
        INa_TM_K_cyt = PNa * (1 - LSMratio) * relativePK_INa * GHKK * O_TM   
        INa_LSM_Na_cyt = PNa * LSMratio * GHKNa * O_LSM  
        INa_LSM_K_cyt = PNa * LSMratio * relativePK_INa * GHKK * O_LSM  
 
    End Sub 
 
    '****  12 States of the CaRU (voltage-gate LCC, Ca-gate LCC, RyR gate) ************ 
    Public Yooo As Double 
    Public Yooc As Double 
    Public Yooi As Double 
 
    Public Yoco As Double 
    Public Yocc As Double 
    Public Yoci As Double 
 
    Public Ycoo As Double 
    Public Ycoc As Double 
    Public Ycoi As Double 
 
    Public Ycco As Double 
    Public Yccc As Double 
    Public Ycci As Double 
 
    '****************** dy/dt for 12 states 
    Public dYooodt As Double 
    Public dYoocdt As Double 
    Public dYooidt As Double 
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    Public dYocodt As Double 
    Public dYoccdt As Double 
    Public dYocidt As Double 
 
    Public dYcoodt As Double 
    Public dYcocdt As Double 
    Public dYcoidt As Double 
 
    Public dYccodt As Double 
    Public dYcccdt As Double 
    Public dYccidt As Double 
 
    '***************  Transiton rate 
    Public kYoooYooc As Double      'RyR gate  
    Public kYoocYooo As Double 
    Public kYoocYooi As Double 
    Public kYooiYooc As Double 
 
    Public kYocoYocc As Double 
    Public kYoccYoco As Double 
    Public kYoccYoci As Double 
    Public kYociYocc As Double 
 
    Public kYcooYcoc As Double 
    Public kYcocYcoo As Double 
    Public kYcocYcoi As Double 
    Public kYcoiYcoc As Double 
 
    Public kYccoYccc As Double 
    Public kYcccYcco As Double 
    Public kYcccYcci As Double 
    Public kYcciYccc As Double 
 
    Public kYoooYcoo As Double      'ICaL gate (Voltage) 
    Public kYcooYooo As Double 
    Public kYoocYcoc As Double 
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    Public kYcocYooc As Double 
    Public kYooiYcoi As Double 
    Public kYcoiYooi As Double 
 
    Public kYocoYcco As Double 
    Public kYccoYoco As Double 
    Public kYoccYccc As Double 
    Public kYcccYocc As Double 
    Public kYociYcci As Double 
    Public kYcciYoci As Double 
 
    Public kYoooYoco As Double      'ICaL gate (Ca) 
    Public kYocoYooo As Double 
    Public kYoocYocc As Double 
    Public kYoccYooc As Double 
    Public kYooiYoci As Double 
    Public kYociYooi As Double 
 
    Public kYcooYcco As Double 
    Public kYccoYcoo As Double 
    Public kYcocYccc As Double 
    Public kYcccYcoc As Double 
    Public kYcoiYcci As Double 
    Public kYcciYcoi As Double 
 
    Public Ca_ndLR As Double                  'mM, [Ca]nd when both R and L are open 
    Public minCa_ndLR As Double            'mM, minimum [Ca]nd when both R and L are open 
    Public maxCa_nd0R As Double            'mM, minimum [Ca]nd when both R and L are open 
    Public Ca_nd0R As Double                   'mM, [Ca]nd when only R is open 
    Public Ca_ndL0 As Double                    'mM, [Ca]nd when only L is open 
    Public Ca_nd00 As Double                    'mM, [Ca]nd when both R and L are closed 
 
    Dim kRoc As Double        'rate for RyR  
    Dim kRco As Double 
    Dim kRci As Double 
    Dim kRic As Double 
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    Dim kvco As Double          'rate for activation for LCC 
    Dim kvoc As Double          'rate for deactivation for LCC 
 
    Public gD_nd As Double = 0.065                      ' um3ms-1 Diffusion const between dyadic space and 
the iz-space 
    Public gD_free As Double = gD_nd                  ' um3ms-1 Diffusion const between channel mouth and  
iz-space or blk_space 
 
    Public Sub CaRU(ByVal vm As Double, ByVal Fraction As Double, ByVal ghkNa As Double, ByVal ghkK As 
Double, ByRef ICaLCa As Double, ByRef ICaLNa As Double, ByRef ICaLK As Double, ByRef Jrel_SR As Double, 
ByRef Jleak_SR As Double) 
 
        ''''*prepare Ca_nd for the 4 different combinations of RyR and LCC   ********* 
        CaNanoDomain()       'determine [Ca]nd at various combinations 
 
        '***** Ca gate of RyR (original Hinch model)  ***** 
        ' ******  Case of LCC is open ******** 
        RyRkinetics(Ca_ndL0, kRoc, kRco, kRci, kRic) 
        kYoooYooc = kRoc 
        kYoocYooo = kRco 
        kYoocYooi = kRci 
        kYooiYooc = kRic 
 
        ' ******  Case of LCC is closed ******** 
        RyRkinetics(Ca_nd00, kRoc, kRco, kRci, kRic) 
        kYcooYcoc = kRoc 
        kYcocYcoo = kRco 
        kYcocYcoi = kRci 
        kYcoiYcoc = kRic 
 
        kYccoYccc = kRoc 
        kYcccYcco = kRco 
        kYcccYcci = kRci 
        kYcciYccc = kRic 
 
        kYocoYocc = kRoc 
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        kYoccYoco = kRco 
        kYoccYoci = kRci 
        kYociYocc = kRic 
 
        '*********** the Vm gate of LCC *********** 
        LCCVm(vm, kvco, kvoc) 
 
        kYcooYooo = kvco           'prohibit activation through voljnc 
        kYoooYcoo = kvoc 
        kYcocYooc = kvco 
        kYoocYcoc = kvoc 
        kYcoiYooi = kvco 
        kYooiYcoi = kvoc 
 
        kYccoYoco = kvco 
        kYocoYcco = kvoc 
        kYcccYocc = kvco                    'kYcocYooc 
        kYoccYccc = kvoc                    'kYoocYcoc 
        kYcciYoci = kvco                     'kYcocYooc 
        kYociYcci = kvoc                      'kYoocYcoc 
 
        '************   Ca gate of LCC ******************************** 
        'Dim fVm As Double = Exp((Vm - VL) / deltaVL) 
        'Dim KV As Double = (fVm + pa) / tauL / KL / (fVm + 1) 
        Dim kcaco As Double 
        Dim kcaoc As Double 
 
        LCCCa(vm, Ca_ndLR, kcaco, kcaoc)    '[Ca]nd when both RyR and LCC are open  
        kYoooYoco = kcaoc           'prohibit activation through voljnc     kcaoc    
        kYocoYooo = kcaco            'kcaco      
 
        LCCCa(vm, Ca_ndL0, kcaco, kcaoc)            '[Ca]nd when  LCC is open 
        kYoocYocc = kcaoc                      'Ca_ds0L * KV   
        kYoccYooc = kcaco              'pb * (fVm + pa) / tauL / (pb * fVm + pa) 
 
        kYooiYoci = kcaoc    'kYoocYocc            'inactivation step of Ca-gate of LCC 
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        kYociYooi = kcaco       'kYoccYooc 
 
        LCCCa(vm, Ca_nd0R, kcaco, kcaoc)      '[Ca]nd when  LCC is open 
        kYcooYcco = kcaoc    'kYoocYocc    'inactivation step of Ca-gate of LCC 
        kYccoYcoo = kcaco     'kYoccYooc 
 
        LCCCa(vm, Ca_nd00, kcaco, kcaoc)     '[Ca]nd when both RyR and LCC are closed 
        kYcocYccc = kcaoc     'Ca_ds00 * KV     'inactivation step of Ca-gate of LCC 
        kYcccYcoc = kcaco      'pb * (fVm + pa) / tauL / (pb * fVm + pa) 
 
        kYcoiYcci = kcaoc  'kYcocYccc      'inactivation step of Ca-gate of LCC 
        kYcciYcoi = kcaco          'kYcccYcoc 
 
        RyRdydt()               '********** prepare dy/dt for each transition step *** 
 
        ''''************  whole cell  ICaL_jnc via RyR ************************** 
        'Dim E2FVRT As Double = Exp(-vm / RTF2) 
        'Dim vFRT As Double = vm / RTF2 
        'Dim ghkCaRU As Double     'mM Ca concentration in the dyadic space with RyR and LCC open 
        'If vm > -0.000001 And vm < 0.000001 Then   '0 cannot be used. 
        '    ghkCaRU = Ca_jnc - Cao 
        'Else 
        '    ghkCaRU = vFRT * (Ca_jnc - Cao * E2FVRT) / (1 - E2FVRT)   
        'End If 
        Dim po As Double = Yooo + Yooc + Yooi             'open probability of LCC 
        ICaLCa = Fraction * PCaL * GHKCa_jnc * po * ATPfactor      'pA / pF, amplitude of whole jnc space  
        ICaLNa = Fraction * perNa_ICaL * ghkNa * po * ATPfactor    'pA / pF, amplitude of  Na component 
        ICaLK = Fraction * perK_ICaL * ghkK * po * ATPfactor     'pA / pF, amplitude of K component 
 
        Jrel_SR = PRyR * ((Yooo + Ycoo + Ycco + Yoco) + Pbasal_RyR) * (Ca_SRrl - Ca_jnc) * freezeSR   
       
    End Sub 
 
    Private Sub CaNanoDomain() 
        Dim expF As Double = Math.Exp(-Vm / RTF2) 
        If Vm > -0.00001 And Vm < 0.00001 Then Vm = 0.00001 '0 cannot be used. 
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        Ca_ndLR = (Ca_jnc + Ca_SRrl * JRyR / gD_nd + expF * Cao * JLCC / gD_nd * (Vm / RTF2) / (1 - expF)) / (1 
+ JRyR / gD_nd + JLCC / gD_nd * Vm / RTF2 / (1 - expF)) 
        Ca_nd0R = (Ca_jnc + Ca_SRrl * JRyR / gD_nd) / (1 + JRyR / gD_nd) 
        Ca_ndL0 = (Ca_jnc + expF * Cao * JLCC / gD_nd * (Vm / RTF2) / (1 - expF)) / (1 + JLCC / gD_nd * Vm / 
RTF2 / (1 - expF))     
        Ca_nd00 = Ca_jnc                                                                                                                                                                                           
        If fixCa = "true" Then      'no Ca release from SR 
            Ca_ndLR = Ca_nd00 
            Ca_nd0R = Ca_nd00 
        End If 
 
    End Sub 
 
    Private Sub RyRdydt() 
        Ycci = 1 - (Yooo + Yooc + Yooi + Ycoc + Ycoi + Yccc + Yocc + Yoci + Ycoo + Ycco + Yoco) 
 
        dYooodt = kYoocYooo * Yooc + kYcooYooo * Ycoo + kYocoYooo * Yoco - (kYoooYooc + kYoooYcoo + kYoooYoco) 
* Yooo 
        dYoocdt = kYooiYooc * Yooi + kYcocYooc * Ycoc + kYoooYooc * Yooo + kYoccYooc * Yocc - (kYoocYooi + 
kYoocYcoc + kYoocYooo + kYoocYocc) * Yooc 
        dYooidt = kYcoiYooi * Ycoi + kYoocYooi * Yooc + kYociYooi * Yoci - (kYooiYcoi + kYooiYooc + kYooiYoci) * Yooi 
 
        dYcoodt = kYcocYcoo * Ycoc + kYoooYcoo * Yooo + kYccoYcoo * Ycco - (kYcooYcoc + kYcooYooo + kYcooYcco) 
* Ycoo 
        dYcocdt = kYcoiYcoc * Ycoi + kYcooYcoc * Ycoo + kYoocYcoc * Yooc + kYcccYcoc * Yccc - (kYcocYcoi + 
kYcocYcoo + kYcocYooc + kYcocYccc) * Ycoc 
        dYcoidt = kYooiYcoi * Yooi + kYcocYcoi * Ycoc + kYcciYcoi * Ycci - (kYcoiYooi + kYcoiYcoc + kYcoiYcci) * 
Ycoi 
        Carry(1) = kYoooYcoo * Yooo 
        Carry(2) = kYcocYcoo * Ycoc 
        Carry(3) = kYccoYcoo * Ycco 
 
        dYccodt = kYcccYcco * Yccc + kYocoYcco * Yoco + kYcooYcco * Ycoo - (kYccoYccc + kYccoYoco + kYccoYcoo) * 
Ycco 
        dYcccdt = kYcciYccc * Ycci + kYccoYccc * Ycco + kYoccYccc * Yocc + kYcocYccc * Ycoc - (kYcccYcci + 
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kYcccYcco + kYcccYocc + kYcccYcoc) * Yccc 
 
        dYocodt = kYoccYoco * Yocc + kYccoYoco * Ycco + kYoooYoco * Yooo - (kYocoYocc + kYocoYcco + kYocoYooo) * 
Yoco 
        dYoccdt = kYociYocc * Yoci + kYcccYocc * Yccc + kYocoYocc * Yoco + kYoocYocc * Yooc - (kYoccYoci + 
kYoccYccc + kYoccYoco + kYoccYooc) * Yocc 
        dYocidt = kYcciYoci * Ycci + kYoccYoci * Yocc + kYooiYoci * Yooi - (kYociYcci + kYociYocc + kYociYooi) * Yoci 
 
        'Carry(1) = kYoooYoco * Yooo 
        'Carry(2) = kYoccYoco * Yocc 
        'Carry(3) = kYccoYoco * Ycco 
    End Sub 
 
    Public JRyR As Double = 0.02         ' um3ms-1 conductance of a unit RyR  in a single CaRU 
    Public JSRleak As Double = 0.00000062    'um3 ms-1,  conductance of a SR leak for a single CaRU 
    Public JLCC As Double = 0.000913    ' um3ms-1 conductance of a unit  LCC 
 
    Public tR As Double = 2 / 20        'ms  reciprocal open rate of RyR 
    Dim pheiR As Double = 0.05 * 10   'proportion of closing rate const in open mode  of RyR 
    Public tauR As Double = 2.43      'ms  reciprocal inactivation rate of RyR 
    Public pc As Double = 0.01          'biasing factor 
    Public pd As Double = 100            'bisaing factor  
    Public thetaR As Double = 0.012 * 0.04  '0.012 * 0.035    'a scaling factor for recovery from inactivation of 
RyR 
    Public KRyR_nd As Double = 20.5 / 1000          'mM   
 
    Public Sub RyRkinetics(ByVal ca As Double, ByRef kroc As Double, ByRef krco As Double, ByRef krci As 
Double, ByRef kric As Double) 
        kroc = pheiR / tR               
        krco = ca ^ 2 / tR / (ca ^ 2 + (KRyR_nd) ^ 2)      'beta(+),    
 
        krci = (ca ^ 2 + pc * KRyR_nd ^ 2) / (ca ^ 2 + KRyR_nd ^ 2) / tauR    'RyR inactivation with open LCC 
        Dim f_Caoverload As Double = 1 / (1 + Math.Pow(0.8 / Ca_SRrl, 2)) l 
        kric = f_Caoverload * thetaR * pd / tauR * (ca ^ 2 + pc * KRyR_nd ^ 2) / (pd * ca ^ 2 + pc * KRyR_nd ^ 2) 
    End Sub 
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    Public tL As Double = tR / 1.17           'ms reciprocal open rate of LCC 
    Public tauLp As Double = 1885      '650 * 2.9        'ms 
    Public tauLn As Double = 1495      '650 * 2.3    '2.5       'ms 
    Public VL As Double = -2        'mV a biasing voltage  Bolzmann-type relationship 
    Public deltaVL As Double = 7    'mV slope of the voltage dependency  Bolzmann-type relationship 
    Public pa As Double = 0.0625 
    Public pb As Double = 14 
    Public KL As Double = 0.22 / 1000      'mM 
    Public fVmAct As Double 
    Public VshiftLCC As Double = 2    ' 5 mV,   to adjust the position of the activation curve of ICaL 
 
    Public Sub LCCCa(ByVal v As Double, ByVal ca As Double, ByRef kco As Double, ByRef koc As Double) 
        '*****************  Ca-mediated inactivation of LCC ********************** 
        koc = (ca / KL) * fVmAct / tauLp           
        'Dim fExp As Double = Math.Exp(((v + 0) + 46) / -4.5) 
        Dim fExp As Double = Math.Exp(((v + VshiftLCC) + 46) / -4.5) 
        kco = (fVmAct + 15 / 2.5 * (fExp + 0.009 * 2.5) / (fExp + 1)) / tauLn     
    End Sub 
 
 
    Public Ycc_iz As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa closed 
    Public Yco_iz As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa open 
    Public Yoc_iz As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa closed 
    Public Yoo_iz As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa open 
 
    Public dYco_izdt As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa open 
    Public dYoc_izdt As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa closed 
    Public dYoo_izdt As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa open 
 
    Public Ycc_blk As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa closed 
    Public Yco_blk As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa open 
    Public Yoc_blk As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa closed 
    Public Yoo_blk As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa open 
 
    Public dYco_blkdt As Double     'state of LCC  gateVm closed, gateCa open 
    Public dYoc_blkdt As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa closed 
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    Public dYoo_blkdt As Double     'state of LCC  gateVm open, gateCa open 
 
    Dim kccco As Double              'removal of Ca inactivation  
    Dim kcocc As Double              'onset of Ca inactivation 
    Dim kocoo As Double             'removal of Ca inactivation 
    Dim koooc As Double              'onset of Ca inactivation 
 
    Dim kcooo As Double              'onset of Vm activation 
    Dim kooco As Double              'removal of Vm activation 
    Dim kccoc As Double               'onset of Vm activation 
    Dim koccc As Double               'removal of Vm activation 
 
    Dim Ca_loc As Double             'local [Ca] at the Ca binding site (calmodulin tethered to LCC)    
    Dim product As Double 
 
 
    Public Sub ICaL4stateModel(ByVal v As Double, ByVal ca_free As Double, ByRef yco As Double, ByRef yoo As 
Double, ByRef yoc As Double, ByRef dycodt As Double, ByRef dyoodt As Double, ByRef dyocdt As Double) 
        '************ calcium gate ************************** 
        fVmAct = 1.0 / (5.55 * Math.Exp(-(v + VshiftLCC) / 7) + 0.35 * Math.Exp(-(v + VshiftLCC) / 3500))    
'alpha+, Vm-dependent acdtivation rate of LCC 
 
        Dim expF As Double = Math.Exp(-v / RTF2) 
        LCCVm(Vm, kcooo, kooco)      'prepare the voltage-dependent transition 
        LCCVm(Vm, kccoc, koccc)      'prepare the voltage-dependent transition 
 
        If Vm > -0.00001 And Vm < 0.00001 Then Vm = 0.000011 'to avoid 0 for denominator 
        Ca_loc = (ca_free + JLCC / gD_free * Cao * (Vm / RTF2 * expF) / (1 - expF)) / (1 + JLCC / gD_free * Vm / 
RTF2 / (1 - expF)) 
        LCCCa(Vm, ca_free, kccco, kcocc) 
        LCCCa(Vm, Ca_loc, kocoo, koooc) 
        '*********************************************************** 
        Dim Ycc As Double = 1 - (yco + yoo + yoc) 
        dycodt = kccco * Ycc + kooco * yoo - (kcocc + kcooo) * yco 
        dyoodt = kcooo * yco + kocoo * yoc - (kooco + koooc) * yoo 
        dyocdt = koooc * yoo + kccoc * Ycc - (kocoo + koccc) * yoc 
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    End Sub 
 
    Public Sub LCCVm(ByVal v As Double, ByRef kco As Double, ByRef koc As Double) 
        kco = fVmAct          '1.0 / (5.55 * Math.Exp(-v / 7) + 0.35 * Math.Exp(-v / 3500)) 
        koc = 1.0 / (4.35 * Exp((v + VshiftLCC) / 15) + 1.35 * Exp((v + VshiftLCC) / 100)) 
    End Sub 
 
    '********** ICaL ********** 
    Dim PCaL As Double = 14.21 
    Dim perNa_ICaL As Double = 0.0000185 * PCaL 
    Dim perK_ICaL As Double = 0.001468 * PCaL          '0.000367 * PCaL * 4    
    Dim ATPCaL As Double = 6                  
    Dim ATPfactor As Double          'run-down due to ATP depletion 
 
    Public ICaL As Double             'L-type Ca current composed of Ca, Na, and K components 
    Public ICaL_jnc As Double        'L-type Ca current composed of Ca, Na, and K components 
    Public ICaL_blk As Double        'L-type Ca current composed of Ca, Na, and K components 
 
    Public ICaLCa_jnc As Double 
    Public ICaLCa_iz As Double 
    Public ICaLCa_blk As Double 
 
    Public ICaLNa_jnc As Double 
    Public ICaLNa_iz As Double 
    Public ICaLNa_blk As Double 
 
    Public ICaLK_jnc As Double 
    Public ICaLK_iz As Double 
    Public ICaLK_blk As Double 
 
    Public Sub ICaL4state(ByVal fraction As Double, ByVal pOpen As Double, ByVal ghkCa As Double, ByVal 
ghkNa As Double, ByVal ghkK As Double, ByRef ICaLCa As Double, ByRef ICaLNa As Double, ByRef ICaLK As 
Double) 
        ATPfactor = 1.0 / (1.0 + ((1.4 / ATPCaL) ^ 3))     'run-down due to ATP depletion 
        product = pOpen * ATPfactor 
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        ICaLCa = fraction * PCaL * ghkCa * product        'pA / pF, amplitude of Ca component   
        ICaLNa = fraction * perNa_ICaL * ghkNa * product  'pA / pF, amplitude of  Na component 
        ICaLK = fraction * perK_ICaL * ghkK * product   'pA / pF, amplitude of K component 
    End Sub 
 
    '**************  INaK  *********************************************************** 
    Dim ampINaK As Double = 24.35 
 
    Public fNaK As Double = 1      'a scaling factor of Na/K pump 
    Public INaK As Double 
    Public INaK_Na_cyt As Double 
    Public INaK_K_cyt As Double 
 
    Public P1_6_NaK As Double 
    Public P7_NaK As Double 
    Public P8_13_NaK As Double 
 
    Public dP1_6_NaKdt As Double 
    Public dP7_NaKdt As Double 
    Public dP8_13_NaKdt As Double 
 
    Public dATP_NaK As Double 
 
    Dim k1p_NaK As Double = 0.72 
    Dim k1m_NaK As Double = 0.08 
    Dim k2p_NaK As Double = 0.08 
    Dim k2m_NaK As Double = 0.008 
    Dim k3p_NaK As Double = 4 
    Dim k3m_NaK As Double = 8000 
    Dim k4p_NaK As Double = 0.3 
    Dim k4m_NaK As Double = 0.2 
 
    Dim KdKe0_NaK As Double = 0.8         'dissociation const mM for [K]o at 0 mV 
    Dim KdKi0_NaK As Double = 18.8        'dissociation const mM for [K]i at 0 mV 
    Dim KdNae0_NaK As Double = 26.8        'dissociation const mM for [Na]o at 0 mV 
    Dim KdNai0_NaK As Double = 5              'dissociation const mM for [Na]i at 0 mV 
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    Dim KdMgATP_NaK As Double = 0.6 
 
    Dim stoiNa_NaK As Double = 3 
    Dim stoiK_NaK As Double = -2 
    Dim dV_Nae_NaK As Double = 0.44             'functional depth of the binding sites 
    Dim dV_Nai_NaK As Double = -0.14            'functional depth of the binding sites 
    Dim dV_Ke_NaK As Double = 0.23            'functional depth of the binding sites 
    Dim dV_Ki_NaK As Double = -0.14            'functional depth of the binding sites 
 
    Public Sub INaKsub(ByVal frc As Double, ByVal v As Double, ByVal Nai As Double, ByVal Ki As Double, ByVal 
MgATP_cyt As Double, ByVal MgADP_cyt As Double, ByRef INaK As Double, ByRef INaK_Na As Double, ByRef 
INaK_K As Double, ByRef dNATP_NaK As Double, ByVal P1_6 As Double, ByVal P7 As Double, ByVal P8_13 As 
Double, ByRef dP1_6dt As Double, ByRef dP7dt As Double, ByRef dP8_13dt As Double) 
        '*******   Time-dependent model of INaK  *** 
        '****** rate constants for the 4 state model of Na/K pump ************** 
 
        Dim fVm_NaK As Double = Faraday * v / (R * tempK)                     'VF/R/T 
        Dim KdNae_NaK As Double = KdNae0_NaK * Exp(dV_Nae_NaK * fVm_NaK)     'relative Kd  
        Dim KdNai_NaK As Double = KdNai0_NaK * Exp(dV_Nai_NaK * fVm_NaK)    'relative Kd  
        Dim KdKe_NaK As Double = KdKe0_NaK * Exp(dV_Ke_NaK * fVm_NaK)   'relative Kd  
        Dim KdKi_NaK As Double = KdKi0_NaK * Exp(dV_Ki_NaK * fVm_NaK)   'relative Kd  
        Dim Nai_ As Double = Nai / KdNai_NaK     'relative concentration referring to the dissociation constant  
        Dim Nae_ As Double = Nao / KdNae_NaK   'relative concentration referring to the dissociation constant 
        Dim Ki_ As Double = Ki / KdKi_NaK   'relative concentration referring to the dissociation constant 
        Dim Ke_ As Double = Ko / KdKe_NaK  'relative concentration referring to the dissociation constant 
        'Dim MgATP_ As Double = ATPMg / kd_MgATP  
        Dim Kicongen As Double = 0    'used only when inclucing Cs+ to replace K+  
        Dim Cseffect As Double = Kicongen * (2 * Ki_ + 3 * Nai_ + 1)      
        Dim a1p_NaK As Double = (k1p_NaK * (Nai_ ^ 3.0)) / (((1 + Nai_) ^ 3) + ((1 + Ki_) ^ 2) - 1 + Cseffect) 
        Dim a2p_NaK As Double = k2p_NaK 
        Dim a3p_NaK As Double = k3p_NaK * (Ke_ ^ 2) / (((1 + Nae_) ^ 3) + ((1 + Ke_) ^ 2) - 1) 
        Dim a4p_NaK As Double = k4p_NaK * MgATP_cyt / KdMgATP_NaK / (1 + MgATP_cyt / KdMgATP_NaK) 
 
        ' transition rates in the reverse direction 
        Dim a1m_NaK As Double = k1m_NaK * MgADP_cyt 
        Dim a2m_NaK As Double = k2m_NaK * (Nae_ ^ 3) / (((1 + Nae_) ^ 3) + ((1 + Ke_) ^ 2) - 1) 
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        Dim a3m_NaK As Double = k3m_NaK * Pifree_cyt * H_cyt / (1 + MgATP_cyt / KdMgATP_NaK) 
        Dim a4m_NaK As Double = k4m_NaK * (Ki_ ^ 2) / (((1 + Nai_) ^ 3) + ((1 + Ki_) ^ 2) - 1 + Cseffect) 
 
        Dim P14_15 As Double = (1 - P1_6 - P7 - P8_13) 
 
        Dim vstep0_NaK As Double = (a1p_NaK * P1_6 - a1m_NaK * P7)   
        Dim vstep1_NaK As Double = (a2p_NaK * P7 - a2m_NaK * P8_13) 
        Dim vstep2_NaK As Double = (a3p_NaK * P8_13 - a3m_NaK * P14_15) 
        Dim vstep3_NaK As Double = (a4p_NaK * P14_15 - a4m_NaK * P1_6) 
 
        Dim vcyc_NaK As Double = vstep1_NaK    
 
        INaK = frc * ampINaK * vcyc_NaK * fNaK        ' current  density (uA/cm2) 
        INaK_Na = stoiNa_NaK * INaK        ' calculate ion flux 
        INaK_K = stoiK_NaK * INaK 
 
        dNATP_NaK = INaK * Cm / Faraday           'amole / ms 
 
        dP1_6dt = (-a1p_NaK * P1_6 + a1m_NaK * P7 + a4p_NaK * P14_15 - a4m_NaK * P1_6) 
        dP7dt = (-a2p_NaK * P7 + a2m_NaK * P8_13 + a1p_NaK * P1_6 - a1m_NaK * P7) 
        dP8_13dt = (-a3p_NaK * P8_13 + a3m_NaK * P14_15 + a2p_NaK * P7 - a2m_NaK * P8_13) 
    End Sub 
 
    '''''***************************************** IKr 
    Public GIKr As Double = 0.01 
 
    Public IKr As Double 
    Public IKr_K_cyt As Double 
 
    Public y1_IKr As Double 
    Public y2_IKr As Double 
    Public y3_IKr As Double 
    Public dy1_IKrdt As Double 
    Public dy2_IKrdt As Double 
    Public dy3_IKrdt As Double 
    Public pO_IKr As Double 
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    Public Sub IKrsub(ByVal v As Double) 
        '' '' the fast component of activation 
        Dim a1_IKr As Double = 1.0 / (35.0 * Exp(-v / 10.5) + 75.0 * Exp(-v / 100.0)) 
        Dim b1_IKr As Double = 1.0 / (470.0 * Exp(v / 8.3) + 220.0 * Exp(v / 29.0)) 
        '' '' the slow component of activation 
        Dim a2_IKr As Double = 1.0 / (350.0 * Exp(-v / 10.5) + 300.0 * Exp(-v / 100.0)) '* fixzero 
        Dim b2_IKr As Double = 1.0 / (1850.0 * Exp(v / 8.3) + 2200.0 * Exp(v / 29.0)) '* fixzero 
 
        '' '' '' inactivation gate (fast gate) 
        Dim a3_IKr As Double = 1.0 / (0.015 * Exp(v / 6.0) + 7.0 * Exp(v / 60.0)) '* fixzero 
        Dim b3_IKr As Double = 1.0 / (0.114 * Exp(-v / 9.2) + 2.3 * Exp(-v / 1000.0)) '* fixzero 
 
        pO_IKr = (0.6 * y1_IKr + 0.4 * y2_IKr) * y3_IKr 
        Carry(11) = y1_IKr 
        Carry(12) = y2_IKr 
        Carry(13) = y3_IKr 
        IKr_K_cyt = GIKr * (v - EK) * pO_IKr * (Ko / 4.5) ^ 0.2 
 
        dy1_IKrdt = a1_IKr * (1.0 - y1_IKr) - b1_IKr * y1_IKr 
        dy2_IKrdt = (a2_IKr * (1.0 - y2_IKr) - b2_IKr * y2_IKr) 
        dy3_IKrdt = a3_IKr * (1.0 - y3_IKr) - b3_IKr * y3_IKr 
    End Sub 
 
    Private Sub VgateIKs(ByVal v As Double, ByVal Ov As Double, ByRef dOvdt As Double) 
 
        Dim a1_IKs As Double = 1.0 / (150.0 * Exp(-v / 25.0) + 900.0 * Exp(-v / 200.0)) 
        Dim b1_IKs As Double = 1.0 / (1000.0 * Exp(v / 13.0) + 220.0 * Exp(v / 50.0)) 
 
        dOvdt = a1_IKs * (1.0 - Ov) - b1_IKs * Ov 
    End Sub 
 
    '********** IKsKyoto ********** 
    Public PKs As Double = 0.6955 
 
    Public perNa_IKs As Double = 0.04 * PKs 
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    Dim b2_IKs As Double = 0.000296 '* fixzero 
    Dim a3_IKs As Double = 0.0003 '* fixzero 
    Dim b3_IKs As Double = 0.03 '* fixzero 
 
    Public IKs As Double 
    Public IKs_iz As Double 
    Public IKs_blk As Double 
 
 
    Public IKs_K_iz As Double 
    Public IKs_Na_iz As Double 
    Public IKs_K_blk As Double 
    Public IKs_Na_blk As Double 
 
    Public pO_IKs_iz As Double 
    Public pO_IKs_blk As Double 
 
    Public Ov_IKs As Double        'voltage gate with  two states , common for both iz and blk compartments,  
    Public dOv_IKsdt As Double 
 
    Public C2IKs_iz As Double        'iz compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public OcIKs_iz As Double        'iz compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public dOcIKs_izdt As Double        'iz compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public dC2IKs_izdt As Double        'iz compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
 
    Public C2IKs_blk As Double        'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public OcIKs_blk As Double        'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public dOcIKs_blkdt As Double        'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
    Public dC2IKs_blkdt As Double        'blk compartment, Calcium gate with C1 - C2 - Oc states 
 
    Private Sub IKsKyotosub(ByVal ca As Double, ByVal fraction As Double, ByRef IKs_K As Double, ByRef 
IKs_Na As Double, ByVal Ov As Double, ByVal C2_IKs As Double, ByVal Oc_IKs As Double, ByRef dOc_IKsdt As 
Double, ByRef dC2_IKsdt As Double, ByRef pO_IKs As Double) 
 
        ' calcium gate, C1 - C2 - O 
        Dim C1_IKs As Double = 1 - C2_IKs - Oc_IKs 
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        Dim a2_IKs As Double = ca * 2.24 '* fixzero 
 
        pO_IKs = (Ov ^ 2) * (0.99 * Oc_IKs + 0.01) 
        IKs_Na = fraction * perNa_IKs * GHKNa * pO_IKs 
        IKs_K = fraction * PKs * GHKK * pO_IKs 
        Carry(5) = (0.99 * Oc_IKs + 0.01) 
         dOc_IKsdt = a2_IKs * C2_IKs - b2_IKs * Oc_IKs  
        dC2_IKsdt = a3_IKs * C1_IKs - b3_IKs * C2_IKs - a2_IKs * C2_IKs + b2_IKs * Oc_IKs   
 
 
 
    '********** IKp ********** 
    Public maxIKpl As Double = 0.00004306 
    Public IKpl As Double 
    Public IKpl_K_cyt As Double 
    Public Vrctf_Kpl As Double 
    Public PK_IKpl As Double 
 
    Public Sub IKplsub(ByVal v As Double) 
        Dim power_IKpl As Double = 0.16 
        PK_IKpl = maxIKpl * ((Ko / 5.4) ^ power_IKpl) 
 
        'To avoid zero denominator 
        If v > -0.000001 And v < 0.000001 Then 
            Vrctf_Kpl = 13 
        Else 
            Vrctf_Kpl = v / (1 - Exp(-v / 13.0)) 
        End If 
        IKpl_K_cyt = PK_IKpl * Vrctf_Kpl * GHKK 
 
    End Sub 
 
 
    '''''''******************************************* Ito 
    Dim PKtoEndo As Double = 0.01825 
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    Public IKto As Double 
 
    Public IKto_Na_cyt As Double 
    Public IKto_K_cyt As Double 
 
    Public y1_IKto As Double 
    Public y2_IKto As Double 
    Public dy1_IKtodt As Double 
    Public dy2_IKtodt As Double 
 
    Public pO_IKto As Double 
    Public pNa_IKto As Double 
 
    Private Sub IKtoEndosub(ByVal v As Double, ByRef IKto_K As Double, ByRef IKto_Na As Double, ByRef 
y1_IKto As Double, ByRef y2_IKto As Double, ByRef dy1_IKtodt As Double, ByRef dy2_IKtodt As Double) 
 
        pNa_IKto = PKtoEndo * 0.09 
 
        pO_IKto = y1_IKto * y2_IKto 
        IKto_Na = pNa_IKto * GHKNa * pO_IKto 
        IKto_K = PKtoEndo * GHKK * pO_IKto 
 
 
        Dim a1_IKto As Double = 1.0 / (9 * Exp(-v / 20.0))   'activation gate 
        Dim b1_IKto As Double = 1.0 / (2.1 * Exp(v / 60.0))   'activation gate 
 
        Dim a2_IKto As Double = 1.0 / (950 * Exp(v / 500)) '* 0.6   
        Dim b2_IKto As Double = 1.0 / (40.0 * Exp(-v / 9.0) + 13.0 * Exp(-v / 1000.0)) '* 0.6   
        dy1_IKtodt = (a1_IKto * (1.0 - y1_IKto) - b1_IKto * y1_IKto) 
        dy2_IKtodt = (a2_IKto * (1.0 - y2_IKto) - b2_IKto * y2_IKto) 
    End Sub 
 
    Dim PKtoEpi As Double = 0.08553 
 
    Private Sub IKtoEpisub(ByVal v As Double, ByRef IKto_K As Double, ByRef IKto_Na As Double, ByRef 
y1_IKto As Double, ByRef y2_IKto As Double, ByRef dy1_IKtodt As Double, ByRef dy2_IKtodt As Double) 
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        Dim pNa_IKto As Double = PKtoEpi * 0.09 
 
        Dim pO_IKto As Double = y1_IKto * y2_IKto 
        IKto_Na = pNa_IKto * GHKNa * pO_IKto 
        IKto_K = PKtoEpi * GHKK * pO_IKto 
 
        Dim a1_IKto As Double = 1.0 / (9 * Exp(-v / 20.0))   'activation gate 
        Dim b1_IKto As Double = 1.0 / (2.1 * Exp(v / 36.5))   'activation gate 
 
        Dim a2_IKto As Double = 1.0 / (365 * Exp(v / 8.65) + 9.4 * Exp(v / 5000)) 
        Dim b2_IKto As Double = 1.0 / (4.0 * Exp(-v / 8.5) + 8 * Exp(-v / 5000.0))   
        dy1_IKtodt = (a1_IKto * (1.0 - y1_IKto) - b1_IKto * y1_IKto) 
        dy2_IKtodt = (a2_IKto * (1.0 - y2_IKto) - b2_IKto * y2_IKto) 
    End Sub 
 
 
    '********** IK1 ********** 
    Public GK1 As Double = 1.353 
 
    Public IK1 As Double 
    Public IK1_K_cyt As Double 
    Public Pbspm As Double 
    Public ssPbspm As Double        'steady state probability of spm block    
    Public dPbspmdt As Double 
    Public pO_IK1 As Double 
    Public pO_mode1 As Double 
    Public pO_mode2 As Double 
 
    Public fK_IK1 As Double 
    Public poMg1 As Double 
    Public poMg2 As Double 
    Public po_Mggate As Double 
 
    Public alphaSPM As Double 
    Public betaSPM As Double 
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    Public alphaMg As Double 
    Public betaMg As Double 
 
    Public SSIK1kinetics As Boolean = False        'default 
 
 
    Public Sub IK1sub(ByVal v As Double, ByVal EK As Double, ByVal Pbspm As Double, ByRef dPbspmdt As 
Double) 
        'Dim Mg_IK1 As Double = 0.8      'mM, use a Mg concentration specific for IK1 channel block 
        Dim frac_mode1 As Double = 0.9   'fraction of mode 1 = 90% of total population 
        Dim SPM As Double = 0.005 * 1000   'uM, concentration of spermin , use microM in this  case 
        '************** Mg-block ************************* 
        alphaMg = 12.0 * Exp(-0.025 * (v - EK))  ' rate constant of Mg2+ unbinding (ms^-1) 
        betaMg = 28 * Mg_cyt * Exp(0.025 * (v - EK)) ' rate constant of Mg2+ binding (mM^-1 ms^-1) 
        Dim fracO As Double = alphaMg / (alphaMg + betaMg) ' fraction of instantaneous Mg-blocked 
        Dim fracB As Double = betaMg / (alphaMg + betaMg) ' fraction of instantaneous Mg-unblocked component 
        poMg2 = 3.0 * fracO * fracB * fracB        'probability of the 1/3 opening  
        poMg1 = 3.0 * fracO * fracO * fracB   'probability of the 2/3 opening 
        po_Mggate = fracO * fracO * fracO   'probability of the 3/3 opening 
        '************** spermin-block ************************* 
        alphaSPM = 0.17 * Exp(-0.07 * ((v - EK) + 8 * Mg_cyt)) / (1.0 + 0.01 * Exp(0.12 * ((v - EK) + 8 * Mg_cyt))) 
        betaSPM = 0.28 * SPM * Exp(0.15 * ((v - EK) + 8 * Mg_cyt)) / (1.0 + 0.01 * Exp(0.13 * ((v - EK) + 8 * 
Mg_cyt))) 
        dPbspmdt = betaSPM * po_Mggate * (1 - Pbspm) - alphaSPM * Pbspm  
 
        ssPbspm = (betaSPM * po_Mggate) / (alphaSPM + betaSPM * po_Mggate) 
        '**************** IK1 amplitude ************************************************** 
        pO_mode1 = frac_mode1 * (1 - Pbspm) * (po_Mggate + 2 / 3 * poMg1 + 1 / 3 * poMg2)    
        If SSIK1kinetics = True Then pO_mode1 = frac_mode1 * (1 - ssPbspm) * (po_Mggate + 2 / 3 * poMg1 + 1 / 3 
* poMg2) 'steady-state pOpen of mode1 
        pO_mode2 = (1.0 - frac_mode1) / (1.0 + SPM / (40.0 * Exp(-(v - EK) / 9.1))) 
 
        pO_IK1 = (po_mode1 + po_mode2)   'Open probality of IK1 (Mode1 + Mode2) 
 
        fK_IK1 = (Ko / 4.5) ^ 0.4 / (1.0 + Exp(-(Ko - 2.2) / 0.6))   'Ke-dependency of conductance 
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        'IK1 = GK1 * (v - EK) * fK_IK1 * pO_IK1        'K component of IK1 
        IK1_K_cyt = GK1 * (v - EK) * fK_IK1 * pO_IK1   'K component of IK1 
 
    End Sub 
 
    ''''''*************************************** IbNSC 
    Public IbNSC As Double 
    Public IbNSC_Na_cyt As Double 
    Public IbNSC_K_cyt As Double 
    Const PNa_IbNSC As Double = 0.00035 
    Const PK_IbNSC As Double = 0.00014 
 
    Private Sub IbNSCsub()                      'background cation current 
        IbNSC_Na_cyt = PNa_IbNSC * GHKNa 
        IbNSC_K_cyt = PK_IbNSC * GHKK 
    End Sub 
 
    ''''''''''''''''**************************************ILCCa 
    Const PNa_ILCa As Double = 0.00273 
 
    Dim perK_ILCa As Double = PNa_ILCa                      '* relPKILCCa 
    Public ILCa As Double          'current amplitude at the time of observation 
    Public ILCa_iz As Double        'current amplitude at the time of observation 
    Public ILCa_blk As Double       'current amplitude at the time of observation 
 
    Public ILCa_Na_iz As Double 
    Public ILCa_K_iz As Double 
    Public ILCa_Na_blk As Double 
    Public ILCa_K_blk As Double 
    Public pO_LCa_iz As Double 
    Public pO_LCa_blk As Double 
 
    Private Sub ILCasub(ByVal Ca As Double, ByVal fraction As Double, ByRef ILCa_Na As Double, ByRef 
ILCa_K As Double, ByRef pO_LCa As Double)     'Ca-dependent non-selective cation current 
 
        pO_LCa = 1.0 / (1.0 + ((0.0012 / Ca) ^ 3)) 
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        ILCa_Na = PNa_ILCa * fraction * GHKNa * pO_LCa 
        ILCa_K = perK_ILCa * fraction * GHKK * pO_LCa 
    End Sub 
 
    ''''''''''''''***********************************'IKATP 
    Public IKATP As Double 
    Public IKATPK_cyt As Double 
    Public pO_IKTP As Double 
    Public gamma_IKTP As Double 
    Const GK_IKTP As Double = 17.674 
 
    Private Sub IKATPsub(ByVal v As Double)                                  'IKATP 
        gamma_IKTP = 0.0236 * Ko ^ 0.24       'single channel conductance 
        pO_IKTP = 0.8 / (1.0 + ((ATPt_cyt / 0.1) ^ 2)) 
        IKATPK_cyt = GK_IKTP * (v - EK) * pO_IKTP * gamma_IKTP 
 
    End Sub 
 
    ''''''''************    INCX   ************************* 
    '***** parameters for the Ca- and Na-dependent inactivation ************* 
    Dim a1off_NCX As Double = 0.0015 
    Dim a1on_NCX As Double = 0.002 
    Dim b1off_NCX As Double = 0.0000005 
    Dim b1on_NCX As Double = 0.0012 
    Dim a2off_NCX As Double = 0.02 
    Dim a2on_NCX As Double = 0.00006 
    Dim b2off_NCX As Double = 0.0002 
    Dim b2on_NCX As Double = 0.18 
    '************** parameters for the Ca- and Na-binding to transport sites ************************* 
    Dim KmNao_NCX As Double = 87.5                        'mM 
    Dim KmNai_NCX As Double = 20.74854 
    Dim KmCao_NCX As Double = 1.38 
    Dim KmCai_NCX As Double = 0.0184 
    Dim Kmact_NCX As Double = 0.004 
    Dim nHNa_NCX As Double = 3 
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    Dim part_NCX As Double = 0.32 
 
    Dim k3_NCX As Double = 1.0 
    Dim k4_NCX As Double = 1.0 
 
    Public INCX As Double 
    Dim ampINCX As Double = 61.06 
 
    '********** iz *********************** 
    Public INCX_iz As Double 
    Public INCXNa_iz As Double 
    Public INCXCa_iz As Double 
 
    Public I1NCX_iz As Double 
    Public I2NCX_iz As Double 
    Public E1NCX_iz As Double 
 
    Public dE1NCX_izdt As Double 
    Public dI1NCX_izdt As Double 
    Public dI2NCX_izdt As Double 
 
    '************** blk ******************* 
    Public INCX_blk As Double 
    Public INCXNa_blk As Double 
    Public INCXCa_blk As Double 
 
    Public I1NCX_blk As Double 
    Public I2NCX_blk As Double 
    Public E1NCX_blk As Double 
 
    Public dE1NCX_blkdt As Double 
    Public dI1NCX_blkdt As Double 
    Public dI2NCX_blkdt As Double 
 
    Public Sub INCXsub(ByVal frc As Double, ByVal v As Double, ByVal Nai As Double, ByVal Cai As Double, 
ByRef INCX As Double, ByRef INCX_Na As Double, ByRef INCX_Ca As Double, _ 
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                         ByVal E1_NCX As Double, ByVal I1_NCX As Double, ByVal I2_NCX As Double, ByRef 
dE1_NCXdt As Double, ByRef dI1_NCXdt As Double, ByRef dI2_NCXdt As Double) 
 
        Dim k1_NCX As Double = Exp(part_NCX * v / (R * tempK / Faraday)) e 
        Dim k2_NCX As Double = Exp((part_NCX - 1.0) * v / (R * tempK / Faraday))  
 
        Dim E2Na As Double = 1.0 / (1.0 + ((KmNao_NCX / Nao) ^ nHNa_NCX) * (1.0 + Cao / KmCao_NCX))   
        Dim E2Ca As Double = 1.0 / (1.0 + (KmCao_NCX / Cao) * (1.0 + ((Nao / KmNao_NCX) ^ nHNa_NCX)))  
 
        Dim E1Na As Double = 1.0 / (1.0 + ((KmNai_NCX / Nai) ^ nHNa_NCX) * (1 + Cai / KmCai_NCX))   
        Dim E1Ca As Double = 1.0 / (1.0 + (KmCai_NCX / Cai) * (1.0 + ((Nai / KmNai_NCX) ^ nHNa_NCX)))  
 
        Dim fCaina As Double = Cai / (Cai + Kmact_NCX)    'Ca-dependency of the inactivation step 
        Dim alpha1 As Double = (E1Na * (fCaina * a1on_NCX + (1 - fCaina) * a1off_NCX)) * fixzero0  
        Dim beta1 As Double = (fCaina * b1on_NCX + (1 - fCaina) * b1off_NCX) * fixzero0  
 
        ' I2 inactivation gate (Ca-dependent) 
        Dim alpha2 As Double = (fCaina * a2on_NCX + (1 - fCaina) * a2off_NCX)  'rate from E1 to I2 
        Dim beta2 As Double = (fCaina * b2on_NCX + (1 - fCaina) * b2off_NCX)  'rate from I2 to E1 
 
        Dim alphaE As Double = k2_NCX * E2Na + k4_NCX * E2Ca   'overall transition rate from E2 to E1 
        Dim betaE As Double = k1_NCX * E1Na + k3_NCX * E1Ca  'overall transition rate from E1 to E2 
 
        Dim E2_NCX As Double = 1 - E1_NCX - I1_NCX - I2_NCX 
 
        INCX = frc * ampINCX * (k1_NCX * E1Na * E1_NCX - k2_NCX * E2Na * E2_NCX) 
 
        INCX_Na = 3 * INCX 
        INCX_Ca = -2 * INCX 
 
        'If isIVcurve <> True Then                       'when no IV-curve is calculated 
        dE1_NCXdt = E2_NCX * alphaE + I1_NCX * beta1 + I2_NCX * beta2 - E1_NCX * (betaE + alpha1 + 
alpha2) 
        dI1_NCXdt = E1_NCX * alpha1 - I1_NCX * beta1 
        dI2_NCXdt = E1_NCX * alpha2 - I2_NCX * beta2 
        'End If 
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    End Sub 
 
    '********** PMCA  ********** 
    Dim maxIPMCA As Double = 0.1615 
    Const KmPMCA As Double = 0.0005       'mM 
    Public IPMCA As Double 
    Public IPMCA_Ca_iz As Double 
    Public IPMCA_Ca_blk As Double 
 
    Public dATP_PMCA_iz As Double        'mM   consumption of ATP by PMCA 
    Public dATP_PMCA_blk As Double 
 
    Private Sub IPMCAsub(ByVal frc, ByVal Ca, ByRef IPMCA, ByRef dNATP_PMCA) 
        IPMCA = frc * maxIPMCA * Math.Pow(Ca, 1.6) / (Math.Pow(KmPMCA, 1.6) + Math.Pow(Ca, 1.6)) 
        dNATP_PMCA = IPMCA * Cm / 2.0 / Faraday                         ' amole / ms 
    End Sub 
 
    '********** ICabk ********** 
    Public ICab As Double 
    Public ICab_iz As Double 
    Public ICab_blk As Double 
    Public PCab As Double = 0.0006822 
 
    Private Sub ICabsub(ByVal frc As Double, ByVal GHKCa As Double, ByRef ICab As Double) 
        ICab = PCab * frc * GHKCa 
    End Sub 
 
    Dim Gtot As Double        ' nS,  Whole cell conductance for all cations      Gtot(n+1)    
    Dim dV As Double = 0.2     'half interval to measure the slope conductance 
 
    Public LeadP As Double     'mV, Lead potential (n) 
    Public oldLeadP As Double   'mV, Lead potential (n-1) 
    Public dVLdt As Double      'dVL/dt 
 
    Public sumGx As Double    'total G 
    Public SCtbdVLdt As Double   'summator of contributions of individual current components to dVL/dt 
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    Public SCtbVL As Double   'summator of contributions of individual current components to VL 
    Dim Ctb As Double 
    Dim CtbEx As Double     'contribution attributable to changes in Ex 
 
    Public Sub calculateLeadP()     'Lead potential analysis based on the linearlized whole cell ion conductances 
        Dim I As Integer 
        For I = 1 To 34 
            DA(3, I) = DA(2, I)                  'copy the Gion(n) as Gion(n-1) 
            DA(5, I) = DA(4, I)                  'copy the Ex(n) as Ex(n-1) 
        Next 
        DA(3, 35) = DA(1, 35)                 'copy the IPMCA_iz(n) as IPMCA(n-1) 
        DA(3, 36) = DA(1, 36)                 'copy the IPMCA_blk as IPMCA(n-1) 
        oldLeadP = LeadP         'copy Lead Potential to obtain dVL/dt directly if necessary 
 
        FillDarray()       'fill DAR(1,I) including IPMCA   
 
        '*********** Calculate Gx, VL,  and finally VL  ***************** 
        sumGx = 0                             'prepare the summator of Gx 
        Dim sumGxEx As Double = 0         'prepare the summator of GxEx 
 
        For I = 1 To 34          'Firstly, determine the sumGx of individual ionic current 
            sumGx += DA(2, I)        'Sum of Gx 
        Next I 
 
        For I = 1 To 34        'contribution to VL 
            DA(7, I) = DA(2, I) * DA(4, I) / sumGx    'Gx*Ex / sumGx       
            sumGxEx += DA(7, I)       'Sum of contributions of ion channels to VL 
        Next I 
 
        DA(7, 35) = -DA(1, 35) / sumGx 
        sumGxEx += DA(7, 35)    'Sum of contributions of PMCA to VL 
        DA(7, 36) = -DA(1, 36) / sumGx 
        sumGxEx += DA(7, 36)   'Sum of contributions of PMCA to VL 
 
        LeadP = sumGxEx      'Lead Potential 
 
58 
 
        '***********      contributions of individual current component to dVL/dt (mV/msec) ********* 
        SCtbdVLdt = 0        'summator of dVL/dt 
        For I = 1 To 34     'contribution of Ion channels to VL based on the analytical solution dVL/dt 
            DA(6, I) = ((DA(2, I) - DA(3, I)) * (DA(4, I) - LeadP) + DA(2, I) * (DA(4, I) - DA(5, I))) / sumGx / dt  
            SCtbdVLdt += DA(6, I)   'mV/ms 
            DA(9, I) = (DA(2, I) * (DA(4, I) - DA(5, I))) / sumGx / dt      'contribution attributed to Ex change 
            DA(8, I) = DA(9, I) / Ctb 
        Next I 
 
        DA(6, 35) = -(DA(1, 35) - DA(3, 35)) / sumGx / dt      'IPMCA_iz 
        SCtbdVLdt += DA(6, 35) 
        DA(6, 36) = -(DA(1, 36) - DA(3, 36)) / sumGx / dt      'IPMCA_blk 
        SCtbdVLdt += DA(6, 36) 
 
        dVLdt = (LeadP - oldLeadP) / dt       'ms/mV    direct calculation of dVL/dt 
 
    End Sub 
 
    Private Sub FillDarray() 
 
        '*****  Ion channel current,  Gion(n) and Ex(n) ********************** 
        DA(1, 1) = INaT_Na_cyt 
        DA(2, 1) = PNa * (1 - LSMratio) * O_TM * dGHKNa    'slope conductance 
        DA(4, 1) = ErevNa 
 
        DA(1, 2) = INaT_K_cyt 
        DA(2, 2) = PNa * (1 - LSMratio) * relativePK_INa * O_TM * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 2) = ErevK 
 
        DA(1, 3) = INaL_Na_cyt 
        DA(2, 3) = PNa * LSMratio * O_LSM * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 3) = ErevNa 
 
        DA(1, 4) = INaL_K_cyt 
        DA(2, 4) = PNa * LSMratio * relativePK_INa * O_LSM * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 4) = ErevK 
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        DA(1, 5) = ICaLCa_jnc 
        DA(2, 5) = FrcCaL_jnc * PCaL * (Yooo + Yooc + Yooi) * ATPfactor * dGHKCa_jnc   'slope conductance 
        DA(4, 5) = ErevCa_jnc 
 
        DA(1, 6) = ICaLNa_jnc 
        DA(2, 6) = FrcCaL_jnc * perNa_ICaL * (Yooo + Yooc + Yooi) * ATPfactor * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 6) = ErevNa 
 
        DA(1, 7) = ICaLK_jnc 
        DA(2, 7) = FrcCaL_jnc * perK_ICaL * (Yooo + Yooc + Yooi) * ATPfactor * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 7) = ErevK 
 
        DA(1, 8) = ICaLCa_iz 
        DA(2, 8) = FrcCaL_iz * PCaL * Yoo_iz * ATPfactor * dGHKCa_iz   'slope conductance 
        DA(4, 8) = ErevCa_iz 
 
        DA(1, 9) = ICaLNa_iz 
        DA(2, 9) = FrcCaL_iz * perNa_ICaL * Yoo_iz * ATPfactor * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 9) = ErevNa 
 
        DA(1, 10) = ICaLK_iz 
        DA(2, 10) = FrcCaL_iz * perK_ICaL * Yoo_iz * ATPfactor * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 10) = ErevK 
 
        DA(1, 11) = ICaLCa_blk 
        DA(2, 11) = FrcCaL_blk * PCaL * Yoo_blk * ATPfactor * dGHKCa_blk   'slope conductance 
        DA(4, 11) = ErevCa_blk 
 
        DA(1, 12) = ICaLNa_blk 
        DA(2, 12) = FrcCaL_blk * perNa_ICaL * Yoo_blk * ATPfactor * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 12) = ErevNa 
 
        DA(1, 13) = ICaLK_blk 
        DA(2, 13) = FrcCaL_blk * perK_ICaL * Yoo_blk * ATPfactor * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 13) = ErevK 
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        DA(1, 14) = ICab_iz 
        DA(2, 14) = Frc_iz * PCab * dGHKCa_iz   'slope conductance 
        DA(4, 14) = ErevCa_iz 
 
        DA(1, 15) = ICab_blk 
        DA(2, 15) = Frc_blk * PCab * dGHKCa_blk   'slope conductance 
        DA(4, 15) = ErevCa_blk 
 
        DA(1, 16) = IK1_K_cyt 
        DA(2, 16) = GK1 * fK_IK1 * pO_IK1   'chord  conductance by Ohmic equation 
        DA(4, 16) = EK 
 
        DA(1, 17) = IKr_K_cyt 
        DA(2, 17) = GIKr * (Ko / 4.5) ^ 0.2 * pO_IKr   'chord conductance by OHmic equation 
        DA(4, 17) = EK 
 
        DA(1, 18) = IKs_K_iz 
        DA(2, 18) = Frc_iz * PKs * pO_IKs_iz * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 18) = ErevK 
 
        DA(1, 19) = IKs_Na_iz 
        DA(2, 19) = Frc_iz * perNa_IKs * pO_IKs_iz * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 19) = ErevNa 
 
        DA(1, 20) = IKs_K_blk 
        DA(2, 20) = Frc_blk * PKs * pO_IKs_blk * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 20) = ErevK 
 
        DA(1, 21) = IKs_Na_blk 
        DA(2, 21) = Frc_blk * perNa_IKs * pO_IKs_blk * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 21) = ErevNa 
 
        DA(1, 22) = IKpl_K_cyt 
        IKplsub(Vm + dV)                   'IK plateau  at Vm + dV mV 
        Dim IKplpdV As Double = IKpl_K_cyt 
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        IKplsub(Vm - dV)                    'IK plateau  at Vm + dV mV 
        Dim IKplndV As Double = IKpl_K_cyt 
        DA(2, 22) = (IKplpdV - IKplndV) / (2 * dV)      'slope conductance at the Vm depending on both GHK and 
Frectification 
        DA(4, 22) = Vm - DA(1, 22) / DA(2, 22)   'Ex obtained with Vrctf_KPl and GHK 
 
        DA(1, 23) = IKto_Na_cyt 
        DA(2, 23) = pNa_IKto * pO_IKto * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 23) = ErevNa 
 
        DA(1, 24) = IKto_K_cyt 
        DA(2, 24) = PKtoEndo * pO_IKto * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 24) = ErevK 
 
        DA(1, 25) = IbNSC_K_cyt 
        DA(2, 25) = PK_IbNSC * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 25) = ErevK 
 
        DA(1, 26) = IbNSC_Na_cyt 
        DA(2, 26) = PNa_IbNSC * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 26) = ErevNa 
 
        DA(1, 27) = ILCa_Na_iz 
        DA(2, 27) = PNa_ILCa * Frc_iz * pO_LCa_iz * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 27) = ErevNa 
 
        DA(1, 28) = ILCa_K_iz 
        DA(2, 28) = perK_ILCa * Frc_iz * pO_LCa_iz * dGHKK   'slope conductance 
        DA(4, 28) = ErevK 
 
        DA(1, 29) = ILCa_Na_blk 
        DA(2, 29) = PNa_ILCa * Frc_blk * pO_LCa_blk * dGHKNa   'slope conductance 
        DA(4, 29) = ErevNa 
 
        DA(1, 30) = ILCa_K_blk 
        DA(2, 30) = perK_ILCa * Frc_blk * pO_LCa_blk * dGHKK   'slope conductance 
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        DA(4, 30) = ErevK 
 
        DA(1, 31) = IKATPK_cyt 
        DA(2, 31) = GK_IKTP * gamma_IKTP * pO_IKTP     'chord conductance by Ohm equation 
        DA(4, 31) = EK 
 
        DA(1, 32) = INCX_iz             ' INCX_iz(n) 
        INCXsub(FrcNCX_iz, Vm + dV, Nai, Ca_iz, INCX_iz, INCXNa_iz, INCXCa_iz, E1NCX_iz, I1NCX_iz, 
I2NCX_iz, dE1NCX_izdt, dI1NCX_izdt, dI2NCX_izdt) 
        Dim INCXpdV As Double = INCX_iz 
        INCXsub(FrcNCX_iz, Vm - dV, Nai, Ca_iz, INCX_iz, INCXNa_iz, INCXCa_iz, E1NCX_iz, I1NCX_iz, 
I2NCX_iz, dE1NCX_izdt, dI1NCX_izdt, dI2NCX_izdt) 
        Dim INCXndV As Double = INCX_iz 
        DA(2, 32) = (INCXpdV - INCXndV) / (2 * dV)         'slope conductance of INCX at  Vm 
        DA(4, 32) = Vm - DA(1, 32) / DA(2, 32)    'Ex obtained with the slope conductance 
 
        DA(1, 33) = INCX_blk            ' INCX_iz(n) 
        INCXsub(FrcNCX_blk, Vm + dV, Nai, Ca_blk, INCX_blk, INCXNa_blk, INCXCa_blk, E1NCX_blk, 
I1NCX_blk, I2NCX_blk, dE1NCX_blkdt, dI1NCX_blkdt, dI2NCX_blkdt) 
        INCXpdV = INCX_blk 
        INCXsub(FrcNCX_blk, Vm - dV, Nai, Ca_blk, INCX_blk, INCXNa_blk, INCXCa_blk, E1NCX_blk, 
I1NCX_blk, I2NCX_blk, dE1NCX_blkdt, dI1NCX_blkdt, dI2NCX_blkdt) 
        INCXndV = INCX_blk 
        DA(2, 33) = (INCXpdV - INCXndV) / (2 * dV)   'slope conductance of INCX at  Vm 
        DA(4, 33) = Vm - DA(1, 33) / DA(2, 33)    'Ex obtained with the slope conductance 
 
        DA(1, 34) = INaK 
        INaKsub(1, Vm + dV, Nai, Ki, MgATP_cyt, MgADP_cyt, INaK, INaK_Na_cyt, INaK_K_cyt, dATP_NaK, 
P1_6_NaK, P7_NaK, P8_13_NaK, dP1_6_NaKdt, dP7_NaKdt, dP8_13_NaKdt) 
        Dim INaKpdV As Double = INaK 
        INaKsub(1, Vm - dV, Nai, Ki, MgATP_cyt, MgADP_cyt, INaK, INaK_Na_cyt, INaK_K_cyt, dATP_NaK, 
P1_6_NaK, P7_NaK, P8_13_NaK, dP1_6_NaKdt, dP7_NaKdt, dP8_13_NaKdt) 
        Dim INaKndV As Double = INaK 
        DA(2, 34) = (INaKpdV - INaKndV) / (2 * dV)         'slope conductance of INCX at  Vm 
        DA(4, 34) = Vm - DA(1, 34) / DA(2, 34)              'Ex obtained with the slope conductance 
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        '*****  Pump Current amplitude (n) ********************** 
        DA(1, 35) = IPMCA_Ca_iz 
        DA(1, 36) = IPMCA_Ca_blk 
 
    End Sub 
 
 
    '********** contration of the NL model 2008  ********** 
    Public IsoMetric As Boolean = False 
    Public Ca As Double           'mM,  concentration of free Ca  
 
    Public halfSL As Double       'um, half sarcomere length 
    Public crsBrLnX As Double    'um, X in the NL model 
 
    Public TSt = 23                'uM  total TS,  = number of Tn / 3 
 
    Public TS As Double         'uM, troponin-system Ca-free 
    Public TSCa3 As Double       'uM, TS bound with 3 Ca 
    Public TSCa3W As Double 
    Public TSCa3S As Double 
    Public TSS As Double 
    Public TSW As Double 
    Public dydtTS As Double       'uM/msec,  rate of change  
    Public dTSCa3dt As Double 
    Public dTSCa3Wdt As Double 
    Public dTSCa3Sdt As Double 
    Public dTSSdt As Double 
    Public dTSWdt As Double 
 
    Public dydtCa As Double              'uM/msec, rate of Ca change 
 
    Public Yb As Double = 0.1816            'Ca-binding rate 
    Public Zb As Double = 0.1397            'Ca-unbinding rate 
 
    Public ratef As Double = 0.0023          'rate for weak CB 
    Public eqvhalfSL As Double = 1.15     'a half sarcomere length, giving a maximum rate f 
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    Public convertF As Double = 15          'L dependency of rate f 
 
    Public Yp As Double = 0.1397           'forming strong CB 
    Public Zp As Double = 0.2095           'relaxing to weak CB 
 
    Public Yr As Double = 0.1397           'Ca unbinding rate from strong CB 
    Public Zr As Double = 7.2626          'Ca binding rate to strong CB   
    Public Yq As Double = 0.2328          'relaxing to weak CB without Ca 
    Public Zq As Double = 0.3724          'forming strong CB without Ca 
 
    Public Za As Double = 0.0023 
    Public Yv As Double = 1.5 
    Public Yvd As Double = Yv                '1.5   dependency on h of gd, magnifying factor 
 
    Public rateg As Double            'releasing CB weak 
    Public rategd As Double                           'relaxation rate 
    Public Yd As Double = 0.0333           'primary rate of gd 
    Public Yc As Double = 1                     'dependency on half sarcomere length of Yd  
    Public Lc As Double = 1.2                  'reference length of sarcomere length 
 
 
    Public Fbpeak As Double                           ' mN mm-2  force of cross bridge 
    Public Fb As Double                           ' mN mm-2  force of cross bridge 
    Public Fbw As Double                           ' mN mm-2  force of cross bridge 
    Public Fbp As Double                           ' mN mm-2  force of cross bridge 
    Public hw As Double                           'um, elongation of weak cross bridge 
    Public dhwdt As Double                     'um/msec, rate of hw change 
    Public hwr As Double = 0.0001         'um, reference value of h 
    Public hp As Double                           'um, elongation of strong cross bridge 
    Public dhpdt As Double                      'um/msec, rate of hw change 
    Public hpr As Double = 0.006            'reference value of h 
    Public rateB As Double = 0.5             '1.2    '0.5    'amplitude factor for h change 
 
    Public Ap As Double = 2700             'mN mm-2 um-1 uM-1   force of myofilaments strong cross bridge 
    Public Aw As Double = 540   'mN mm-2 um-1 uM-1   weak cross bridge force of myofilaments 
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    Public Fp As Double          'mN mm-2   force of parallel elastic component 
    Public Ke As Double = 105000      'mN mm-2 um-5 
    Public L0 As Double = 0.97            'um    resting half sarcomere length giving Fp = 0 
    Public Le As Double = 10    'mN mm-2 um-5  'spring constant for a linear elastic component 
 
    Public Fext As Double                    'mN mm-2  external force 
    Public isometricL As Double 
    Public dATP_contraction As Double 
    Const RatioATP_contraction As Double = 0.08             
    Public JCaTnC_3Ca As Double        'Ca flux due to Ca binding to Troponin system  
 
    Public Sub Contraction(ByVal mMca As Double) 
        crsBrLnX = halfSL - hp                       'renew crsBrLnX 
        TS = TSt - TSCa3 - TSCa3W - TSCa3S - TSS - TSW    'renew TS 
 
        Dim uMCa As Double = mMca * 1000    'convert from mM to microM 
        Dim propFh As Double = 28000    'converting factor 
        rateg = Za + Yv * (1 - Exp(-propFh * (hw - hwr) ^ 2))  
        rategd = Yd + Yc * (halfSL - Lc) ^ 2 + Yvd * (1 - Exp(-propFh * (hw - hwr) ^ 2))    
        '************ State transition according to a new [Ca] ******************************* 
        dTSCa3dt = Yb * TS * uMCa ^ 3 - Zb * TSCa3 + rateg * TSCa3W - ratef * Exp(-convertF * (halfSL - 
eqvhalfSL) ^ 2) * TSCa3 
        dTSCa3Wdt = ratef * Exp(-convertF * (halfSL - eqvhalfSL) ^ 2) * TSCa3 - rateg * TSCa3W + Zp * TSCa3S - 
Yp * TSCa3W 
        dTSCa3Sdt = Yp * TSCa3W - Zp * TSCa3S + Zr * TSS * uMCa ^ 3 - Yr * TSCa3S 
        dTSSdt = Yr * TSCa3S - Zr * TSS * uMCa ^ 3 + Zq * TSW - Yq * TSS 
        dTSWdt = Yq * TSS - Zq * TSW - rategd * TSW 
 
        '************ Time-dependent changes in hw and hs  ******************************* 
        dhwdt = -rateB * (hw - hwr) 
        dhpdt = -rateB * (hp - hpr) 
 
        '************ Time-dependent change in [Ca]  ******************************* 
        'Dim JTSCa3 As Double = Yb * TS * uMCa ^ 3 - Zb * TSCa3 + rateg * TSCa3W - ratef * Exp(-convertF * 
(halfSL - eqvhalfSL) ^ 2) * TSCa3 
        'Dim JTSCa3W As Double = ratef * Exp(-convertF * (halfSL - eqvhalfSL) ^ 2) * TSCa3 - rateg * TSCa3W + 
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Zp * TSCa3S - Yp * TSCa3W 
        'Dim JTSCa3S As Double = Yp * TSCa3W - Zp * TSCa3S + Zr * TSS * uMCa ^ 3 - Yr * TSCa3S 
 
        JCaTnC_3Ca = 3 * (dTSCa3dt + dTSCa3Wdt + dTSCa3Sdt) / 1000        'in mM 
        'JCaTnC_3Ca = 3 * (JTSCa3 + JTSCa3W + JTSCa3S) / 1000        'in mM 
 
        dATP_contraction = RatioATP_contraction * (Yp * TSCa3W + Zq * TSW) * Vol_cyt      ' amole / ms 
 
        If IsoMetric = True Then     'determine halfSL according to the isometric or isotonic contraction 
            halfSL = isometricL 
        Else 
            Dim newhalfSL As Double    'temporary halfSL to calculate the balance in forces, Fb, Fp and Fext 
            Dim temphs As Double = hp          'temporary hs 
            Dim temphw As Double = hw         'temporary hw 
            Dim Resolution As Double 
            'Fb = 3 * (Aw * (TSCa3W + TSW) * hw + Ap * (TSCa3S + TSS) * hp)      'force of cross bridge 
            'Fp = Ke * (halfSL - L0) ^ 5 + Le * (halfSL - L0) 
            Dim FnetA As Double = Fext - Fp - Fb    'net force 
            Dim FnetB As Double                               '= old FnetA 
            If FnetA > 0 Then 
                Resolution = 0.000005                        'in determining h 
            Else 
                Resolution = -0.000005 
            End If 
            Do                                                               'determine newhalfSL   
                FnetB = FnetA                                        'copy the old FnetA 
                temphs = temphs + Resolution             'a step forward 
                temphw = temphw + Resolution 
                If FnetB = 0 Then Exit Do 'already at the evquilibrium 
                newhalfSL = crsBrLnX + temphs               'crsBrLnX is fixed in this Do Loop 
                If newhalfSL > 1.3 Then Exit Do 'error and stop calculation 
                Fp = Ke * (newhalfSL - L0) ^ 5 + Le * (newhalfSL - L0) 
                Fbw = Aw * 3 * (TSCa3W + TSW) * temphw 
                Fbp = Ap * 3 * (TSCa3S + TSS) * temphs 
                Fb = Fbw + Fbp 
                FnetA = Fext - Fp - Fb             'the balance sheet 
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            Loop While (FnetA * FnetB) > 0        'loop while force balance is not reversed 
            hp = temphs - Resolution              'a step backward 
            hw = temphw - Resolution             'a step backward 
            halfSL = crsBrLnX + hp               ' solution of the Do Loop  
        End If 
 
        '*************** developed tension ******************************************** 
        Fb = 3 * (Aw * (TSCa3W + TSW) * hw + Ap * (TSCa3S + TSS) * hp)      'force of cross bridge 
        Fp = Ke * (halfSL - L0) ^ 5 + Le * (halfSL - L0)                     'force of parallel elastic component 
        If Fb > Fbpeak Then Fbpeak = Fb 'peak search 
   End Sub 
 
    Public Sub dydt_mit()       ' 14 variables 
        ddpsidt = (-4 * vC1 - 2 * vC3 - 4 * vC4 + nA * vSN + vANT + vLK + vKuni) * Faraday / Cm_mit     
 
        dATPt_cytdt = 0     
        dADPt_cytdt = 0      '(vCons - vANT - 2 * vAK - vCK - vglyc) / Vol_cyt 
        dPi_cytdt = 0            '(vCons - vPiT - vglyc) / Vol_cyt 
        dPCr_cytdt = 0         '(-vCK) / Vol_cyt 
        'dH_cytdt = (4 * vC1 + 4 * vC3 + 2 * vC4 - nA * vSN - vPiT - vLK - vKHex - vEFF) / HBuff_cyt / Vol_cyt 
 
        dATPt_mitdt = (vSN - vANT) / Vol_mit 
        dPi_mitdt = (vPiT - vSN) / Vol_mit 
        dNADH_mitdt = (vDH - vC1) / Vol_mit / NADbuf_mit 
        dH_mitdt = (-4 * vC1 - 2 * vC3 - 4 * vC4 + nA * vSN + vPiT + vLK + vKHex) / Hbuff_mit / Vol_mit 
        dK_mitdt = (vKuni - vKHex) / Vol_mit 
        dUQr_mitdt = (vC1 - vC3) / Vol_mit 
        dctCrd_mitdt = (vC3 - vC4) * 2 / Vol_mit 
        'dO2_mitdt = 0 
 
    End Sub 
 
    '********************************  Mitochondria ******************************** 
    Public Hbuff_mit As Double                 'unitless, H+ buffer power 
    Public pH_mit As Double                    '  unitless,  pH  
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    Public Pifree_mit As Double               'mM concentration 
    Public ADPt_mit As Double                   'mM concentration 
    Public ADPfr_mit As Double                  'mM concentration 
    Public MgADP_mit As Double               'mM concentration 
    Public ATPfr_mit As Double                   'mM concentration 
    Public MgATP_mit As Double                'mM concentration 
 
    Public NAD_mit As Double                     'mM concentration 
    Public UQo_mit As Double                     'mM concentration 
 
    Public ctC_ox_mit As Double                   'mM concentration 
    Public ctA_rd_mit As Double                    'mM concentration 
    Public ctA_ox_mit As Double                   'mM concentration 
 
    Public dpH As Double                             'mV    delta pH 
    Public dp As Double                               'mV    delta H motive force 
 
    Public EmNAD_mit As Double                'mV, redox potential 
    Public EmUQ_mit As Double                  'mV, redox potential 
    Public EmcytC_mit As Double                'mV, redox potential 
    Public EmcytA_mit As Double                'mV, redox potential 
 
    '******************************** cytosol ******************************** 
    Public HBuff_cyt As Double                 'H+ buffer power  
    Public pH_cyt As Double 
 
    Public Pifree_cyt As Double                      'mM concentration 
    Public AMP_cyt As Double                  'mM concentration 
    Public ADPfr_cyt As Double                'mM concentration 
    Public MgADP_cyt As Double             'mM concentration 
    Public ATPfr_cyt As Double                 'mM concentration 
    Public MgATP_cyt As Double              'mM concentration 
    Public Cr_cyt As Double                      'mM concentration 
 
    Public Mg_Mitmodel As Double = 4      'mM   only for the Mitochondria model 
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    Public Sub cytConcentrations() 
 
        '*******************************************************  
        pH_cyt = -Log10(H_cyt / 1000) 
        HBuff_cyt = 25 / 2.3 / H_cyt 
 
        Pifree_cyt = Pi_cyt / (1 + Math.Pow(10, (pH_cyt - pKa_Pi)))      
        AMP_cyt = AXPSUM_cyt - (ATPt_cyt + ADPt_cyt)        
        ADPfr_cyt = ADPt_cyt / (1 + Mg_Mitmodel / KdADP_cyt)          'mM,  
        MgADP_cyt = ADPt_cyt - ADPfr_cyt      'mM, MgADP concentration (mM)   
        ATPfr_cyt = ATPt_cyt / (1 + Mg_Mitmodel / KdATP_cyt) 'mM,  Instantaneous equilibrium  
        MgATP_cyt = ATPt_cyt - ATPfr_cyt      'mM, MgATP concentration (mM)     
        Cr_cyt = CrSUM_cyt - PCr_cyt     'mM, creatine concentration              
 
    End Sub 
 
    Public Sub mitConcentrations() 
 
        pH_mit = -Log10(H_mit / 1000) 
        'Hbuff_mit = 0.022 / ((Math.Pow(10, -pH_mit) - Math.Pow(10, -(pH_mit + 0.001))) / 0.001) 
        Hbuff_mit = 22 / 2.3 / H_mit 
 
        '********free Pi, free ADP, MgADP, free ATP, MgATP ********* 
        Pifree_mit = Pi_mit / (1 + 10 ^ (pH_mit - pKa_Pi))            'phosphate-,     
 
        ADPt_mit = AXPSUM_mit - ATPt_mit                         'determine mit_tADP     
 
        ADPfr_mit = ADPt_mit / (1 + Mg_mit / KdADP_mit)          'equilibrium for Mg + ADP binding   
        MgADP_mit = ADPt_mit - ADPfr_mit                       'MgADP concentration (mM)         
        ATPfr_mit = ATPt_mit / (1 + Mg_mit / kdATP_mit)     'equilibrium for Mg + ATP binding    
        MgATP_mit = ATPt_mit - ATPfr_mit              'MgATP concentration (mM)           
 
        '********NAD, NADH,EmNaD  ************************** 
        NAD_mit = NADt_mit - NADH_mit           'determine [NAD]           
 
        EmNAD_mit = EmNAD0_mit + RTF / 2 * Log(NAD_mit / NADH_mit)     
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        '********* UQo, UQr, EmUQ  ****************************** 
        UQo_mit = UQt_mit - UQr_mit                'determine [UQ]                                           
 
        EmUQ_mit = EmUQ0_mit + RTF / 2 * Log(UQo_mit / UQr_mit)       'redox potential  
 
        '********* cytCo, cytCr  EmcytC  ***************** 
        ctC_ox_mit = cytCt_mit - ctCrd_mit      'determine mit_c3p                                  
 
        EmcytC_mit = EmctC0_mit + RTF * Log(ctC_ox_mit / ctCrd_mit)     'redox potential of cytochrome   
 
        '************pH, dpH, dp  ********************************** 
        dpH = RTF * Log(H_cyt / H_mit)           'determine H equilibrium potential  
        dp = dpH - dpsi          'corrected by AN 
 
        '********* EmcytA, cytAr, cytAo  ***************************** 
        EmcytA_mit = EmcytC_mit + dp - dpsi           'redox potential of cytochrome A3   
        'EmcytA_mit = EmcytC_mit + dpH - dpsi  
 
        ctA_rd_mit = cytAt_mit / (1 + Exp((EmcytA_mit - EmctA0_mit) / RTF)) 
        ctA_ox_mit = cytAt_mit - ctA_rd_mit 
 
    End Sub 
 
    Public vDH As Double                 '  rate of NADH production 
    'factor to modify the rate of NADH production 
    Public k_DH As Double = 96293 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio    '  mM . ms-1      
    'Public mit_fkDH As Double 
    Public Km_DH As Double = 100              'unitless            
    Public pD_DH As Double = 0.8           'unitless             
 
    '********** INNER MITOCHONDRIAL MEMBRANE PROCESSES  ************ 
    Public vC1 As Double         '   rate of Complex I 
    Public k_C1 As Double = 819.61 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio     'mM/ms/ mV-1     
    Public dG_C1 As Double 
    Public vC3 As Double             '  rate of Complex III 
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    Public k_C3 As Double = 467.9 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio      'mM. ms-1. mV-1     
    Public dG_C3 As Double 
 
    Public vC4 As Double         '   rate of Complex IV 
    Public k_C4 As Double = 24.696 / 60 * ampRatio      'mM-1. ms-1    
    Public Km_C4 As Double = 0.15         'mM                  
 
    Public vLK As Double          '  rate of Pi leak 
    Public k_LK1 As Double = 8.5758 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio   'mM-1. ms-1             
    Public k_LK2 As Double = 0.038                                      'mV-1                 
 
    Public vSN As Double           '   rate of ATP synthase 
    Public k_SN As Double = 117706 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio       'mM. ms-1        
    Public Gamma As Double 
    Public dG_SN0 As Double = 31.9 * 1000       'J mol^1          
 
    Public vANT As Double     '  rate of ATP/ADP exchange 
    Public k_ANT As Double = 187185 / 1000 / 60 / 1000 * ampRatio     'mM. ms-1    
    Public Km_ANT As Double = 0.0025       '  'mM      from source code   10.08.03 Cha  
    Public fANT As Double = 0.65       'unitless            
 
    Public vPiT As Double          '  rate of Pi uniporter 
    Public k_PiT As Double = 238.113 / 60 * ampRatio   
 
    Public vKuni As Double                 ' rate of K uniporter 
    Public k_Kuni As Double = 0.00001 / 60 / 1000 * ampRatio         'ms-1             
 
    Public vKHex As Double         '  rate of K/H exchange 
    Public k_KHex As Double = 0.003453 / 60 * ampRatio        '       
    Public Sub mitRate() 
        ' unit     amole / ms 
        '******* rate of NADH production   **************** 
        vDH = k_DH / (1 + Km_DH / (NAD_mit / NADH_mit)) ^ pD_DH   'rate of NADH production    
        '********   rate of  complex I ***************************** 
        dG_C1 = EmUQ_mit - EmNAD_mit - dp * 2 
        vC1 = k_C1 * dG_C1          'velocity of complexI to complexIII  
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        '****    rate of complex III **************************** 
        dG_C3 = EmcytC_mit - EmUQ_mit - dp * 2 - dpsi 
        vC3 = k_C3 * dG_C3 
        '*****    rate of complex IV ************************************* 
        'vC4 = k_C4 * ctCrd_mit * ctA_rd_mit / (1 + Km_C4 / O2_mit) 
        vC4 = k_C4 * ctCrd_mit * ctA_rd_mit * O2_mit / (O2_mit + Km_C4) 
 
        ''******   rate of ATP synthase    ****************** 
        'Gamma = Math.Exp(nA * dp / RTF - (dG_SN0 / (R * tempK) + Math.Log( ATPt_mit / (ADPt_mit * 
Pi_mit)))) 
        Gamma = Exp(nA * dp / RTF - (dG_SN0 / (R * tempK) + Log(1000 * ATPt_mit / (ADPt_mit * Pi_mit)))) 
        vSN = k_SN * (Gamma - 1) / (Gamma + 1) 
 
        '********   rate of Proton leak********************** 
        vLK = k_LK1 * (Exp(k_LK2 * dp) - 1) 
 
        '******   rate of ATP/ADP antiport ****************** 
        Dim tmp1 As Double 
        Dim tmp2 As Double 
 
        tmp1 = ADPfr_cyt / (ADPfr_cyt + ATPfr_cyt * Exp((1 - fANT) * dpsi / RTF)) 
        tmp2 = ADPfr_mit / (ADPfr_mit + ATPfr_mit * Exp(-fANT * dpsi / RTF)) 
        vANT = k_ANT / (1 + (Km_ANT / ADPfr_cyt)) * (tmp1 - tmp2) 
 
        '*****   rate of Phosphate translocator *********************** 
        vPiT = k_PiT * (Pifree_cyt * H_cyt - Pifree_mit * H_mit) 
 
        '*****   rate of potassium uniport ************************ 
        vKuni = k_Kuni * (Ki * Exp(-dpsi / RTF / 2) - K_mit * Exp(dpsi / RTF / 2)) 
 
        '*****   rate of H+/K+ exchanger ***************** 
        vKHex = k_KHex * (K_mit * H_cyt - Ki * H_mit) 
    End Sub 
 
    Public vCons As Double                  'mM / ms,   rate of ATP consumption 
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    Public vCK As Double               'mM / ms    rate of Cr kinase 
 
    Public kCKf As Double = 6.6056 * 1000 / 60 * Vol_cyt '* vRatio_mit    'mM-1. ms-1  from source code   
10.08.03 Cha  
    Public kCKb As Double = 0.00005 * Vol_cyt '* vRatio_mit   'mM-1. ms-1    
 
    Public vAK As Double      'mM / ms,   rate of adenylate kinase 
    Public kAKf As Double = 2956.98 / 60 * Vol_cyt '* vRatio_mit      'mM-1. ms-1     
    Public kAKb As Double = 78.0208 / 60 * Vol_cyt  '* vRatio_mit     'mM-1. ms-1  
 
    Public vglyc As Double          'mM. ms-1  rate of glycolysis in cytosol 
 
    Public vEFF As Double 
    Public kEFF As Double = 10000 / 1000 / 60 / 1000 * Vol_cyt '* vRatio_mit           'mM.pH-1. ms-1     
    Public Sub cytRate() 
        ' unit     amole / ms 
        '********** rate of ATP consumption *************************** 
        vCons = (dATP_NaK + dATP_PMCA_blk + dATP_PMCA_iz + dATP_SERCA) + dATP_contraction 
 
        '******* rate of creatine kinase reaction  ********************** 
        vCK = (kCKf * ADPt_cyt * PCr_cyt * H_cyt - kCKb * ATPt_cyt * Cr_cyt)       
        '*********** rate of adenylate kinase reaction  ************************ 
        vAK = (kAKf * ADPfr_cyt * MgADP_cyt - kAKb * MgATP_cyt * AMP_cyt)      
 
        '************* rate of pH change ??  ********************** 
        vEFF = kEFF * (7.0 - pH_cyt)         'proton efflux from cytosol to extracellular space 
 
        vglyc = 0.2 * vDH      'mM. ms-1,        rate of glycolysis 
    End Sub 
 
    Public Sub calculateNCXSteadyState(ByVal frc As Double, ByVal v As Double, ByVal Nai As Double, ByVal Cai 
As Double, ByRef INCX As Double, ByRef INCX_Na As Double, ByRef INCX_Ca As Double, ByVal E1_NCX As 
Double, ByVal I1_NCX As Double, ByVal I2_NCX As Double, ByRef dE1_NCXdt As Double, ByRef dI1_NCXdt As 
Double, ByRef dI2_NCXdt As Double) 
 
        Dim k1_NCX As Double = Exp(part_NCX * v / (R * tempK / Faraday)) 
74 
 
        Dim k2_NCX As Double = Exp((part_NCX - 1.0) * v / (R * tempK / Faraday))  
 
        Dim E2Na As Double = 1.0 / (1.0 + ((KmNao_NCX / Nao) ^ nHNa_NCX) * (1.0 + Cao / KmCao_NCX))  
        Dim E2Ca As Double = 1.0 / (1.0 + (KmCao_NCX / Cao) * (1.0 + ((Nao / KmNao_NCX) ^ nHNa_NCX))) 
 
        Dim E1Na As Double = 1.0 / (1.0 + ((KmNai_NCX / Nai) ^ nHNa_NCX) * (1 + Cai / KmCai_NCX))  
        Dim E1Ca As Double = 1.0 / (1.0 + (KmCai_NCX / Cai) * (1.0 + ((Nai / KmNai_NCX) ^ nHNa_NCX)))  
 
        Dim fCaina As Double = Cai / (Cai + Kmact_NCX)      'Ca-dependency of the inactivation step 
 
        ' I1 inactivation gate (Na-dependent) 
        Dim alpha1 As Double = (E1Na * (fCaina * a1on_NCX + (1 - fCaina) * a1off_NCX)) * fixzero0  
        Dim beta1 As Double = (fCaina * b1on_NCX + (1 - fCaina) * b1off_NCX) * fixzero0      
 
        ' I2 inactivation gate (Ca-dependent) 
        Dim alpha2 As Double = (fCaina * a2on_NCX + (1 - fCaina) * a2off_NCX)   'rate from E1 to I2 
        Dim beta2 As Double = (fCaina * b2on_NCX + (1 - fCaina) * b2off_NCX)   'rate from I2 to E1 
 
        Dim alphaE As Double = k2_NCX * E2Na + k4_NCX * E2Ca   'overall transition rate from E2 to E1 
        Dim betaE As Double = k1_NCX * E1Na + k3_NCX * E1Ca  'overall transition rate from E1 to E2 
 
        Dim E2_NCX As Double = 1 - E1_NCX - I1_NCX - I2_NCX 
 
        '***** model excluding pl1 state  (three state model ) of NCX **** 
        I2_NCX = (1 - I1_NCX) * alphaE * alpha2 / (alphaE * alpha2 + alphaE * beta2 + beta2 * betaE)) 
        E1_NCX = (1 - I1_NCX) * alphaE * beta2 / (alphaE * alpha2 + alphaE * beta2 + beta2 * betaE)  ) 
        E2_NCX = (1 - I1_NCX) * beta2 * betaE / (alphaE * alpha2 + alphaE * beta2 + beta2 * betaE)  ) 
 
    End Sub 
 
    Public Sub calculateINaSteadyState(ByVal v As Double, ByVal Iinact_tm As Double, ByVal Iinact_lsm As 
Double) 
        Dim kC2O As Double = 1.0 / (0.0025 * Exp(v / (-8.0)) + 0.15 * Exp(v / (-100.0))) 
        Dim kOC As Double = 1.0 / (30.0 * Exp(v / 12.0) + 0.53 * Exp(v / 50.0)) 
        Dim kOI2 As Double = 1.0 / (0.0433 * Exp(v / (-27)) + 0.34 * Exp(v / (-2000.0))) 
        Dim kI2O As Double = 0.0001312 
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        Dim kC2I2 As Double = 1.0 / (1.0 + kI2O * kOC / kOI2 / kC2O) 
        Dim kI2C As Double = 1.0 - kC2I2 
        Dim fC As Double = 1 / (1 + Exp((v + 44.1) / -6.27))            ' fraction of C2 in (C1 + C2) 
 
        Dim deno As Double                        'denominator 
        Dim A As Double = fC * kC2O * kI2O + kI2C * fC * kC2O + fC * kC2I2 * kI2O     'O 
        Dim B As Double = fC * kC2I2 * kOI2 + fC * kC2O * kOI2 + kOC * fC * kC2I2     'I2 
        Dim C As Double = kI2C * kOC + kOI2 * kI2C + kI2O * kOC                                  'C 
        deno = A + B + C 
        C_TM = (1 - Iinact_tm) * C / deno   'y(8)   distribution in the the pC state within (1 - pIs_TM) 
        O_TM = (1 - Iinact_tm) * A / deno  'y(9)   distribution in the pO state within (1 - pIs_TM)  
        I2_TM = (1 - Iinact_tm) * B / deno  'y(10)  distributtion in the pI2 state within (1 - pIs_TM) 
 
        '******  Calculate C-O-I1 of the gating of LSM ******** 
        Dim kOI1 As Double = kOI2      'the same as the transient mode 
        Dim kI1O As Double = 0.01 
        Dim kI1C As Double = kI2C     'the same as the transient mode 
        Dim kC2I1 As Double = kC2I2    'the same as the transient mode 
 
        A = fC * kC2I1 * kI1O + kI1C * fC * kC2O + kI1O * fC * kC2O  'probability of pO within (pC + pO + pI1) 
        B = fC * kC2I1 * kOI1 + kOC * fC * kC2I1 + fC * kC2O * kOI1  'probability of I1 within (pC + pO + pI1) 
        C = kI1C * kOC + kOI1 * kI1C + kI1O * kOC        'probability of C within (pC + pO + pI1)  
        deno = A + B + C 
        C_LSM = (1 - Iinact_lsm) * C / deno    'y(12) distribute the pC_LSM  within the triangle of  (1 - 
pIs_LSM - pI2_LSM)  
        O_LSM = (1 - Iinact_lsm) * A / deno  'y(13)  distribute the pO_LSM  within the triangle of (1 - pIs_LSM - 
pI2_LSM)  
        I1_LSM = (1 - Iinact_lsm) * B / deno  'y(14)    distribute the pI1_LSM  within the triangle of  (1 - 
pIs_LSM - pI2_LSM)  
 
    End Sub 
End Module 
